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OZET

Meme Karsinomlarinda SOX2 Ekspresyonunun Patolojik ve Klinik
Parametrelerle Karsilastirllmasi: immiinohistokimyasal ve Molekiiler Calisma

Giris ve Amag¢: Invaziv meme karsinomlar tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde
de kadinlarda en sik goriilen ve 6liime neden olan malignitedir. Birgok tiimdrde oldugu
gibi meme karsinomlarinda da kendi kendini yenileme, proliferasyon ve farklilagsma
ozellikleri olan kanser kok hiicreleri bulunmaktadir. Kanserli olgularin yoénetiminde,
hedefe yonelik tedavilerinde; kok hiicre belirleyicileri ve tlimérogenezis ile iligkisini
arastiran ¢alismalar giiniimiizde ivme kazanmustir.

SOX2, pluripotent embriyonik kok hiicrelerde kendi kendini yenilemeden
sorumlu bir transkripsiyon faktoriidiir. Tlimdrogenezisde, hiicre ¢ogalmasi ve gogiinde,
apoptoziste, timor metastazinda, invazyonda ve ilag direncinde rol almaktadir. Yapilan
caligmalarda meme karsinomlarinda SOX2’nin artmis tiimor c¢api, lenf nodu metastazi,
yiikksek niikleer derece gibi kotii klinikopatolojik prognostik faktorlerle iliskisi,
timorogenezisin erken basamaklarinda etkili oldugu, erken rekiirrenste ve hastaliksiz
sag kalim siiresinin kisalmasinda etkin olarak rol oynadig1 gosterilmistir.

Calismamizda invaziv meme karsinomlu olgularda SOX2 ekspresyon varliginin
arastirilmasi, elde edilen verilerin klinikopatolojik parametrelerle karsilastiriimasi
amaclanmustir.

Gere¢ ve Yontem: Invaziv meme karsinomlu 99 olgunun parafin kesitlerinde
immiinohistokimya ve RT-PCR yontemiyle SOX2 ekspresyonu arastirildi.

Bulgular: SOX2 ekspresyonu 78 olguda (%78,8) saptanirken, 21 olguda (%21,2)
izlenmemistir. Calismamizda SOX2 ekspresyonu ile artmis timor capr (p=0,011),
subtip (p=0,018), yiiksek ki 67 proliferasyon indeksi (p=0,0001), lenfovaskiiler
invazyon (p=0,039), lenf nodu metastazi (p=0,038), uzak metastaz (p=0,038), ileri evre
(p=0,030) ve hastaliksiz sag kalim (p=0.049) arasinda korelasyon bulunmustur. Yas,
histolojik derece, hormon reseptor durumu ile anlaml iliski gortilmemistir.

Sonu¢: Calismamizda; SOX2 ekspresyonu ile artmis timor c¢api, lenfovaskiiler
invazyon, lenf nodu metastazi, uzak metastaz, ileri klinik evre, yiiksek ki 67
proliferasyon indeksi ve kisa hastaliksiz sag kalim siiresi gibi kotii prognostik faktorler
arasinda anlamli iligski saptanmig, SOX2’nin meme kanserli hastalarin klinik takibinde
ve bireysel tedavilerinin ydnlendirilmesinde prognostik belirleyici olarak rutin
kullanima girmesinin uygun olabilecegi diislinlilmiistiir. Bunun icin genis serilerle ve
klinik tedavi basamaklarini da i¢ine alan ileri ¢aligmalara ihtiyag¢ vardir.

Anahtar kelimeler: meme karsinomu, kanser kok hiicre belirleyicisi, PCR,
immiinohistokimya, SOX2.
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ABSTRACT

The Comparison of SOX2 Expression with Pathologic and Clinic Parameters in
Breast Carcinomas: Immunohistochemical and Molecular Study

Aim: Breast cancer is the most common cancer among women and is one of the
most common causes of cancer mortality worldwide and also in our country. Cancer stem
cells are involved in breast carcinomas as well as in various tumors and have ability to
self-renew, proliferation and differentiate into multiple cell lineages. Recently, studies
about stem cell markers and cancer tumorogenesis have been increased owing to clinical
benefits of targeted treatments. SOX2 is a transcription factor which is present in
pluripotent stem cells during development, and responsible from self-renewal and
precursor differentiation. In tumorogenesis, SOX2 is involved in cell proliferation and
migration, apoptosis, tumor metastasis, invasion and drug resistance. In many studies it is
shown that SOX2 is associated with poor clinicopathological factors in breast carcinomas
such as increased tumor size, lymph node metastasis, high nuclear grade and has an effect
in early stage of breast tumorigenesis, early recurrence and poor disease-free survival.

In our study, we investigated SOX2 expression in invasive breast cancer patients
and aimed to search the obtained data with clinicopathological parameters.

Materials and Methods: SOX2 expression was investigated in paraffin sections of
99 invasive breast carcinoma cases by performing immunohistochemistry and RT-PCR
methods.

Results: SOX2 expression was detected in 78,8 % of invasive breast carcinomas.
SOX2 expression was statistically correlated with larger tumor size (p=0,011), subtype
(p=0,018), high ki 67 proliferation index (p=0,0001), lymphovascular invasion (p=0,039),
lymph node metastasis (P=0,038), distant metastasis (p=0,038), advanced stage (p=0,030)
and poor disease free survival (p=0,049). There was no significant correlation between
SOX2 expression and age, histologic grade, hormone receptor status.

Conclusions: In present study, SOX2 expression was correlated with poor
prognostic factors such as tumor size, lymphovascular invasion, lymph node metastasis,
distant metastasis, advanced clinical stage, high ki 67 proliferation indices and shorter
disease-free survival time. It is thought that SOX2 can be a useful prognostic marker in
routine practice for management of individual treatments and clinical follow up of breast
cancer patients. Forward studies including larger series with clinical treatment choices are
needed to improve these results.

Keywords: breast cancer, cancer stem cell markers, PCR, immunohistochemistry,
SOX2.
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1. GIRIS ve AMAC:

Meme karsinomlar: kadinlarda en sik gériilen ve 6liime neden olan malignitedir'.
Ulkemizde 2008 yili Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu Kanser Daire Baskanlig1 verilerine
gére bu oran % 40,7 olarak bildirilmistir’. Prognozunda yas, tiimér boyutu,
lenfovaskiiler invazyon, evre, histolojik grade, lenf nodu tutulumu, hormon reseptor
durumu, histolojik tip ve proliferasyon indeksi gibi faktorler rol oynar.

Tanm1 ve yeni tedavi stratejilerinin gelistirilebilmesi amaciyla, gerek invaziv
gerekse in situ meme karsinomlarinda etyopatogeneze yonelik molekiiler calismalar
ivme kazanmis ve son yillarda onkojenik 6zellik gosteren transkripsiyon faktorleri (TF)
iizerine yogunlagmustir™.

Kok ve oncii hiicreler tarafindan eksprese edilen SOX2, geni 3q26.33 nolu
kromozomda bulunan, seks belirleyici bolge (SRY) iliskili bir TE’dir®. Organogenezis
gibi gelisim basamaklarinda kritik rol oynadigi ve uyarilmis pluripotent kok hiicrelerle
iliskili oldugu gosterilmistir’®. Son yillarda yapilan ¢alismalarda, SOX2’nin
tiimérogenezis, cogalma, invazyon ve progresyonda da gérev aldig1 vurgulanmustir'®.

SOX2’nin meme karsinomlarindaki rolii heniiz tam olarak bilinmemektedir.
Yapilan c¢alismalarda; artmis timor capi, lenf nodu metastazi, yliksek niikleer derece
gibi kotii  klinikopatolojik prognostik  faktorlerle iliskisi bildirilmistir. Ayrica
tiimorogenezisin erken basamaklarinda etkili oldugu, rekiirrenste ve hastaliksiz sag
kalim siiresinin kisalmasinda etkin olarak rol oynadigi gosterilmistir'' >,

Bu c¢alismada, invaziv meme karsinomlu olgularda immiinohistokimya, RT-PCR
yontemleri kullanilarak SOX2 ekspresyon varliginin ve elde edilen verilerin

klinikopatolojik parametrelerle karsilastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Meme Karsinomu Genel Bilgiler

Invaziv meme karsinomu ¢evre dokulara invazyon yapan, uzak metastaz yapma
egilimli malign epitelyal tiimorler grubudur. Bu tiimorlerin biiyiik cogunlugunu terminal
duktal lobiiler iinitenin (TDLU) parankimal epitel hiicrelerinden kaynaklanan
adenokarsinomlar olusturur. Invaziv meme karsinomu farkli morfolojik, molekiiler

tiplere sahip, farkli klinik gidisleri olan heterojen bir tiimérler grubudur.

2.1.1. insidans ve Epidemiyoloji:

Meme karsinomlari; kadinlarda en sik goriilen malign timdr olup, kadin
kanserlerinin % 23’iinii, gelismis iilkelerde ise % 27’sini olusturur'. Yillik diinya
capinda 1.000.000’dan fazla kadina tan1 konmaktadir ve kadinlarda karsinomlardan
oliimlerde en sik nedendir'”.

Diger bircok epitelyal timorde oldugu gibi meme karsinomunda da risk yasla
beraber artis gosterir. Kuzey Amerika, Avrupa ve Avustralya gibi riskin yiiksek oldugu
bolgelerde kadinlarin % 6’sinda 75 yasindan 6nce meme karsinomu gelisir. Bu oran
Sahraalti Afrika, Giiney ve Dogu Asya (Japonya dahil) gibi gelismekte olan {ilkelerde
geligsmis tilkelerin 1/3’1 kadardir. Bu bolgelerdeki iilkelerden sadece Japonya gelismis
bir iilke olmasia karsin buradaki insidans halen diisiik seviyededir'®. 1980 li yillarin
basma kadar gelismis ve gelismekte olan iilkelerde meme kanseri gelisme riski artis
gostermistir. Az gelismis lilkelerde de bu insidans meme goriintiilleme ydntemlerinin
ilerlemesiyle artis gostermistir. Amerika Birlesik Devletlerinde her 8 kadindan biri
yasami boyunca invaziv meme karsinomuna yakalanmaktadir. 2011 yilinda 230.480
hasta invaziv, 57.650 hasta in situ meme karsinomu tanist bildirilmistir. Ulkede 2005
yilindan itibaren meme karsinomu insidansi hormon replasman tedavisi (HRT)
kullaniminin azalmasina bagli olarak her yil % 2 oraninda azalmaktadir'’.

Ulkemizde kanser insidanslari ile ilgili bilgiler yeterli diizeyde olmamakla birlikte
1999 yili Saglik Bakanlig1 verilerine gére meme karsinomu kadinlarda en ¢ok goriilen

kanser tiirleri arasinda % 24,1 oran ile birinci sirada yer almaktadir. Bu belgelere gore



Tiirkiye’de meme kanseri insidanst 7,32/100.000 oranindadir. 2008 yil1 Tiirkiye Halk
Saghign Kurumu Kanser Daire Baskanligi verilerine goére bu oran tiim kadin
karsinomlarinin % 40,7 sini olusturmaktadir®.

Meme kanseri ¢gocukluk dénemi harig, herhangi bir yas grubunda goériilse de, bazi
familyal olgular disinda 25 yasin altinda nadiren ortaya cikar. insidans, yas ile birlikte
artis gosterir’®. Mammografi gibi tarama yontemlerinin yayginlasmasiyla meme
karsinomlarinin teshisi kolaylagmistir. Ayrica bu vakalarin ¢ogunda tiimdr 2 cm’den

kiiciik veya in situ karakterdedir'®.

2.1.2. Etiyoloji

Meme karsinomu etyolojisinde hormonal faktorler, beslenme, radyasyon, genetik
faktorler ve daha 6nceden var olan benign meme hastaliklar1 yer alir.

Yas: Insidans yasam boyunca giderek artarak 75-80 yasinda pik yapar, 80
yasindan sonra ise risk azalir. Tan1 anindaki ortalama yas beyazlarda 61 iken, Afrikal
kadimlarda ise 46°dir. Kadinlarin sadece % 20’sinde tiimor 50 yasin altinda goriliir.
Tiim 1rklarda 25 yasindan 6nce tiimor goriilme riski oldukca diisiiktiir. Geng kadinlarda
timor nadir olarak goriilmekle birlikte, bu tip hastalarin yaklasik yarisinda Ostrojen
reseptorii (ER) negatif, Her2 pozitiftir. Bu tip kanserler 40 yasin {iistlindeki hasta
tiimorlerinin tigte birinden azini olustururzo.

Reprodiiktif donem: Erken menars, nulliparite ya da ge¢ yasta dogum Oykiist,

ge¢ menapoz Oykiisii ve infertilite olan kadinlarda meme kanseri riski artmistir'.
Menstriiel siklusu 13 yasindan 6nce baslayan kadinlarda, 13 yasindan sonra baslayan
kadinlara gore risk 2 kat artar. Menapoza 55 yasindan sonra giren kadinlarda da risk; 45
yasindan Once menapoza giren kadinlara gore 2 kat artmistir. Nullipar kadinlardaki
relatif risk 1 olarak kabul edildiginde, 20 yasin altinda ilk dogumunu yapan kadinlarda
risk % 0,5 oranindadir™. Iki yildan daha fazla emzirme ve 30 yasindan 6nce dogum
yapma koruyucu faktérler olarak gosterilmektedir®.

Endojen hormonlar: Meme karsinomu gelisiminde rol oynayan seks steroidleri

androjen, Ostrojen ve progesterondur. Bu steroid hormonlar proliferasyon ve
diferansiyasyon fizyolojisine etki ederek karsinogenezisin erken asamalarinda etkili

olurlar. Ostrojen duktal sistemdeki biiyiime ve proliferatif aktiviteyi diizenler ve



karsinogenezde indiferansiye hiicrelerin ¢ogalmasina etki ederek rol oynar. Progesteron
hem hiicre biiylimesi hem de diferansiyasyonda gorevlidir. Bu nedenle memedeki
proliferatif etkinin en yiiksek oldugu donem ovaryan siklusta dstrojen ve progesteronun
sinerjik etki gosterdigi luteal fazdir. Premenapozal kadinlarda serbest veya total
ostradiol seviyesinin yiiksekligi riski arttirir®*. Normalde laktasyonu uyaran prolaktinin
yiiksek konsantrasyonlar1 hem premenapozal hem de postmenapozal kadinlarda
ozellikle ER pozitif (+) meme kanseriyle iliskili bulunmustur®. Insiilin benzeri biiyiime
faktorii (IGF) yolagindaki genetik varyasyonlar ise premenapozal kadinlarda meme
kanseri riski ile iliskilendirilmistir®®. Bunun yaninda androjenler meme epitel
proliferasyonunu deprese ederek meme karsinomundan koruyucu etki gosterirler.

Eksojen hormonlar: Oral kontraseptif kullanimi ve HRT yam sira normal

ovaryan siklustaki normal seviyelerdeki reprodiiktif hormonlara uzun siireli maruziyet
de meme kanseri riskini arttirmaktadir”. Ozellikle 10 yildan fazla kombine oral
kontraseptif kullanimi meme karsinomu gelisme riskini arttirir. Risk kullanim siiresince
oldugu gibi ilag kesildikten 10 yil sonra da devam eder ve sonrasinda giderek azalir™.
Risk 20-34 yaslar arasinda kullanildiginda artarken, 35-44 yaslar arasinda oral
kontraseptif kullanimi ile meme karsinomu gelisimi arasinda iligki bulunamamustir®®.
Postmenapozal hormon replasman tedavisi koroner arter hastaliklar1 ve osteoporoz
riskini azaltmakla birlikte meme karsinomu riskini arttirir. Kombine olarak dstrojen ve
progesteron kullamminda tek basina dstrojen kullanimina gore risk daha fazladir™.

Nutrisyonel durum: Adipd doku miktar1 ve meme kanseri arasindaki iliski

kadimlarin menopozal durumlariyla orantilidir. Yiiksek viicut kitle indeksi (> 24) ve
giinliik total kalori aliminda artis postmenapozal kadinlarda premenapozal kadinlarin
aksine meme karsinomu gelisimi i¢in risk faktoriidiir. Bu diisiik risk durumu yiiksek
viicut kitle indeksine sahip premenapozal kadinlardaki diizensiz menstriiel ve
anovulatuar sikluslarla agiklanmaktadir®.

Obezite ve fiziksel aktivite azlig1 insiilin direncine neden olur. Artmis insiilin
seviyeleri ovaryan ve adrenal seks steroidlerinin sentezine neden olur. Bu durumda
karacigerden seks hormonu baglayici globiilin salgilanmasi artar ve dolasan seks
hormon seviyesi yiikselir. Plazmadaki androjenler de periferik yag dokusunda 6stron ve
ostradiole doniisiir. Bu sekilde endojen Ostrojen maruziyeti artar. Insiilin benzeri

bliytime faktorii 1 (IGF-1) ve insiilin benzeri biiylime faktorii baglayici protein (IGF-



BP) artis1 da riski arttirir. Doymus yag asitlerinden ve 6zellikle de kirmizi etten zengin
gidalarla beslenme riski arttirirken; yliksek meyve ve sebze tiiketimi koruyucu etkiye
sahiptir. Saglikl1 bir diyet ve fiziksel aktivite artistyla 10 kg ve daha fazla kilo kaybinin
meme kanseri riskini % 40’a varan oranlarda azalttigi bildirilmistir. Yapilan son
caligmalarda sigara ve alkol tiikketiminin hem pre hem de postmenapozal kadinlarda riski
hafif-orta derecede arttirdig1 bildirilmistir. Fiziksel aktivite ise menopozal durumdan
bagimsiz olarak riski % 20-40 oraninda azaltir'®.

Radyasyon: DNA hasarina neden olur ve karsinogenezisin erken evrelerinde
gorev alir. 10-15 yillik latent periyodu takiben karsinom gelisir. 2. Diinya savasi
sirasinda Hiroshima ve Nagasaki’de radyasyona puberte doneminde maruz kalan
kadinlar, ayrica postpartum mastit nedeniyle radyoterapi alan kadinlar incelenmis ve bu
kadinlarda meme karsinomunun gelisme riskinin arttig1 saptanmlstlrzz.

Genetik faktorler: Meme karsinomlarinin % 20’sinde ailede meme karsinomu

oykiisii vardir. Bu grubun '4’linde otozomal dominant kalitim s6z konusudur. Birinci
derecede akrabasinda (anne-kiz kardes) meme karsinomu Oykiisii olanlarda risk ¢ok
daha fazladir. Aile Gykiisii olan kadinlarda erken yasta meme karsinomu goriilme riski
ve bilateralite daha siktir. Bugiine kadar meme karsinomuna yatkinlik yaratan 6 gen ve
gen bolgesi tanimlanmistir. En 6nemli 2 tanesi mutasyonlarinda over karsinomu riskinin
de arttig1, DNA hasar tamir genleri olan BRCA-1 ve BRCA-2 ‘dir. p53 mutasyonu (Li-
Fraumeni), ataksi-telenjektazi, Androjen reseptor geni, Cowden sendromu diger genetik

faktorlerdir®.

2.1.3. Meme Kanserlerinde Goriintiileme

40 yas tizeri kadinlarda mamografi esas goriintiileme yontemidir. Mamografide
invaziv meme kanseri siklikla sinirlar1 diizensiz- spikiiler, kalsifikasyonlarin da eslik
edebildigi kitleler seklinde goriiliir. 40 yas altindaki kadinlarda daha dens meme varligi
nedeniyle USG daha sensitif bir yontemdir.



2.1.4. Lokalizasyon

Meme karsinomlarinin biiylik ¢ogunlugu TDLU epitelinden kdken alir. Sol
memede timor goriilme olasiligl sag memeye gore daha yiiksektir (oran:1.07/1). Meme
karsinomlarinin % 40-50’si iist dis kadranda lokalize olur. Bunu sirayla santral, iist i¢

kadran, alt dis ve alt i¢ kadranlar izler'®.

2.1.5. Klinik Ozellikler

En 6nemli bagvuru sikayeti ele gelen kitledir. Bunun yanisira daha 6nce var olan
kitlede degisiklik, meme derisinin ¢ekilmesi, meme basi sekil ve renk degisikligi, meme
bast akintisi, menstiirasyon sonrast devam eden nodiilarite, antibiyotik kullanimu ile
geemeyen meme inflamasyonu ve rekiirren kistler de timorii akla getiren bulgulardir.
Postmenopozal kadinlarda, kitle ile birlikte tek tarafli ve inat¢1 agr1 sikayetinin olmasi
timorl isaret eden durumlardir. Bu belirtiler bazi benign meme hastaliklarinda da
olabilir. Bu yiizden meme goriintiileme yontemleri esliginde ince igne aspirasyonu
(IIAS) ve/veya trucut biyopsiler ile kesin tamya gidilmelidir. iIAS bulgularimn siipheli
olmasi, ele gelmeyen kitle ve goriintiileme yoOntemleriyle tespit edilen
kalsifikasyonlarda kor biyopsi daha sensitiftir. Bu yaklasimlarla kesin tan1 verilemezse

cerrahi olarak eksizyonel biyopsi gereklidir.

2.1.6. Meme Karsinogenezi Ve Tumor Progresyonu

Meme tiimorlerinin gelisiminde en erken basamak; ¢ogalmay1 onleyen uyaranlarin
kaybi, oncli ¢cogalma faktorlerinde artma veya apoptoziste azalma ile meydana gelen
proliferatif degisikliklerdir. Atipik proliferatif lezyonlarda (atipik duktal hiperplazi
(ADH) ve atipik lobiiler hiperplazi (ALH) gibi) hormon reseptdr ekspresyonunda artis
ve bir kisminda heterozigosite kayb1 saptanmaktadir. in situ karsinomlarin hepsinde
heterozigosite kayb1 mevcut olup yiiksek dereceli olanlarinda, morfolojik olarak niikleer
irilesme, diizensizlesme ve hiperkromaziye neden olan, andploidi formunda DNA
instabilitesi goriilmektedir. Karsinomlarin morfolojik ve biyolojik 6zellikleri genellikle

in situ evresinde olugsmakta, bu ylizden ¢ogu vakada in situ lezyonu ile eslik ettigi



invaziv karsinom arasinda benzerlik saptanmistir®’. Progresyondaki son basamak ise in
situ karsinomdan invaziv karsinoma geg¢isi tanimlayan karsino genezdir32.

Giiniimiizde invaziv karsinomlara neden olan spesifik genetik belirtecler tam
olarak tanmimlanamamistir'®. Meme tiimorlerindeki heterojenite gesitli hipotezler ile
aciklanmaya calisilmistir. Bu konudaki en popiiler iki kavram ‘Klonal degisim’ ve
‘kanser kok hiicre hipotezi’dir’>. Klonal degisim modelinde, kanser hiicrelerinin zaman
icerisinde bir¢ok farkli mutasyon kazandigi diisiiniilmektedir. Genetik gegisler ve dogal
seleksiyon ile uygun hiicreler timoral ilerleme gostermektedir. Bu hipotezde, tiimdriin
tek hiicreden bir¢ok mutasyon sonucunda olustugu savunulmaktadir. Tiimor biiyiidiikge
genetik dengesizlik ve kontrolsiiz ¢ogalma yeni mutasyonlara yol agmakta, timor tarz
degistirmekte; bu da timéor heterojenitesine neden olmaktadir*>*.

Bir diger kavram olan kanser kok hiicre hipotezinde ise normal kok hiicrelerin
epigenetik yonden bir dizi degisime ugrayarak “kanser kok hiicresini” olusturdugu ve
bu hiicrelerin, timoriin baslangig, ilerleme, timor gogl, tedaviye direng ve
rekiirrensinden sorumlu oldugu belirtilmistir. Kanser kok hiicrelerinde de normal kok
hiicrelerdeki gibi smirsiz kendi kendini yenileme ve farklilagma yetenegi
bulunmaktadir. Bu o6zellikler tiimoérde izlenen hiicre ¢esitliligine ve tiimdr
heterojenitesine yol ag¢maktadir. Cogu tiimor hiicresi kanser kok hiicre yiizey
belirteclerini eksprese etmese ve kanser kok hiicreleri tiimor dokusundaki hiicrelerin
sadece kiiciik bir kisminmi olustursa da, timdr gocii ve tedaviye diren¢ bu hiicreler
araciliiyla olmaktadir. Klonal degisim modelinde ise herhangi bir tiimor hiicresinden
mutasyon gelisebilecegi ve tiim tiimor hiicrelerinin timor ilerlemesinden sorumlu
olabilecegi 6ne siiriilmektedir.

Membrandaki yiizey isaretleyici proteinleri hiicre tiplerini tamimlar. Benzer
sekilde meme kanser kok hiicreleri de yiizey isaretleyici olan CD44 proteini varligi ile
tanimlanmuslardir.  Meme kanseri kok hiicreleri; CD24°*%7, Lin®™ ve B38.1%*
seviyelerinin miktarindaki azalma sirasinda gosterilmislerdir. Yapilan bir ¢alismada
B38.1 meme-over kanseri spesifik belirteci olarak adlandiriimistir™.

Meme kok hiicreleri, serumu uzaklastirilmis ndral kok hiicre agregatlarindan
olusan ve mamosfer olarak adlandinlan kiiltiirlerde gdsterilmistir’*’. Morrison ve
ekibinin yaptig1 epidemiyolojik bir c¢aliymada somatik meme kok hiicrelerinin

radyasyona maruz kaldiginda mutasyona ugrayarak tiimére doniistiikleri izlenmistir®'.



Kanser kok hiicrelerinin kendi kendini yenileme davranisi Notch, Wnt/B-katenin ve

Hedgehog (Hh) yolaklar1 ile olur (Tablo 1). Bu yolaklardaki anormallikler

tiimdrogenezde 6nemli rol oynarlar***'%?,

Tablo 1. Meme Kanseri Kok Hiicrelerindeki Sinyal Yolaklari™*

Notch Hicrenin akibetinin diizenlenmesiyle iliskili: kok hicreler ve erken progenitor
hicrelerde eksprese edilir.

Whnt/p-katenin Kok hicrelerin kendi kendini yenilemesiyle ve hiicre akibetiyle iligkili: epitelyal ve
meme timorlerinde, B-katenin, Wnt yolaginda pro-onkojenik rol alir.

Hedgehog Hem normal meme bezi gelisimi hem de meme kanserinde timor olusumu ve
progresyonda gorevlidir.

2.2. invaziv Meme Karsinomlari

Invaziv meme Kkarsinomlarinda patolojik evrenin belirlenmesi prognozu
belirlemede ve hastaya uygulanacak tedaviyi yonlendirmede biiyiik bir 6neme sahiptir.
Meme karsinomlarinda prognostik faktdrler major ve minor olarak gruplandirilabilir.
Major prognostik faktoérler AJCC’nin (American Joint Committee on Cancer—
Amerikan Birlesik Kanser Komitesi) klinik evreleme sisteminde adi gegen faktorleri
icerir®*.  Minoér prognostik  faktérler ise hastamin  kemoterapi  ve/veya
hormonoterapiden yarar goriip géremeyecegine karar verilmesinde rol oynar.

Lenf nodu tutulumu olsun veya olmasin invaziv tiimérii 1 cm civarinda olan
olgular sistemik tedavilerden yarar goriir. Lenf nodu tutulumu géstermeyen, tiimor ¢api
kiiciik olan olgularda tedavi karari i¢cin mindr faktorler kullanilir”®. Aksiller lenf
nodlarinin durumu en 6nemli prognostik faktordiir.

Timor ¢apt makroskopik olarak belirlenebilir; ancak belirgin yaygin in situ
karsinom varliginda daha dogru olan mikroskopik 6l¢iim kullanilmalidir. Tiimor ¢apinin
patolojik olarak belirlenemedigi durumlarda radyolojik 6l¢ciim de kullanilabilir.
Multifokal tiimorlerde tiimor caplarinin beraber toplami lenf nodu metastazi ile daha
yakin iligkili bulunmus olmakla beraber, tiimor evrelemesi yaparken en biiyiikk odagin
cap1 kullanilmakta ve diger odaklar rapora eklenmektedir®”.

Primer meme kanserlerinde Amerikan Kanser Ortak Komitesi (AJCC) klinik ve

TNM evrelendirmesi Tablo 2 ve Tablo 3’de verilmistir***®. Patolojik evreye ek olarak

prognostik ve prediktif faktorler belirlenmis olup bu faktorler, 6zellikle lenf nodu



negatif meme kanserlerinde 6nem kazanmaktadir?’. Farkli prognostik 6zellikleri
nedeniyle meme kanseri; erken, lokal ileri ve metastatik olmak {izere ii¢ biiyiik gruba
ayrilmigtir. Meme kanserli olgularin yaklasik olarak {igte biri lokal ileri evrede
karsimiza ¢ikmaktadir. Tanmi sirasinda operabl olan T3N1MO disindaki N2 tiimorleri
kapsayan Evre IIIA, T4 tiimorleri iceren Evre IIIB ve N3 tiimorlerin bulundugu Evre
IIC bu grupta yer almaktadir.

Lokal ileri tiimdrler genellikle deri veya gogiis duvarina infiltrasyon bulgular ile
ya da ayni taraf aksillada fikse lenf nodiilleri ile ortaya ¢ikmaktadirlar. Lokal ileri meme
kanserleri igerisinde en hizli seyirli ve olumsuz prognoza sahip tiimérler inflamatuar

karsinomlardir.

Tablo 2. AJCC, klinik evreleme™

Stage 0: DCIS* ya da LCIS** (5 yillik sagkalim % 92)
Stage I: Nodal tutulum olmaksizin (ya da <0,02 cm metastaz), 2 cm veya daha kiigiik ¢aplt invaziv
karsinom (mikroinvazyon gosteren insitu karsinom dahil) (5 yillik sag kalim % 75)

Stage II: En fazla 3 pozitif lenf nodunun eslik ettigi 5 cm veya daha kiiglik ¢apli invaziv karsinom
veya nodal tutulum géstermeyen 5 cm’den biiyiik invaziv karsinom (5 yillik sagkalim % 87)

Stage III: 4 veya daha fazla pozitif lenf nodunun eslik ettigi 5 cm veya daha kiiciik ¢apli invaziv
karsinom; nodal tutulum gosteren 5 cm’den biiyiik ¢apli invaziv karsinom; 10 veya daha fazla sayida
nodal tutulum gosteren invaziv karsinom; ipsilateral internal mammarian lenf nodu tutulumunun eslik
ettigi invaziv karsinom; meme derisi ya da gégiis duvari tutulumu ya da inflamatuar karsinomun eslik
ettigi invaziv karsinom (5 yillik sagkalim % 46)

Stage IV: Uzak metastaz gosteren karsinom (5 yillik sagkalim % 13)
*duktal karsinoma in situ, **lobiiler karsinoma in situ

Tablo 3. AJCC, TNM evreleme sistemi™

EVRE 0 Tis NO MO
EVRE 1 T1 NO MO
EVRE IB TO0,T1 N1mi MO
EVRE 2A TO,T1 N1 MO

T2 NO MO
EVRE 2B T2 N1 MO

T3 NO MO
EVRE 3A T0, T1, T2 N2 MO

T3 N1, N2 MO
EVRE 3B T4 NO, N1, N2 MO
EVRE 3C Th N3 MO
EVRE 4 Th Nh M1




2.2.1. invaziv Meme Karsinomlarinda Prognostik Faktorler

1. Hastanin yasi: Kadinlarda meme karsinomunun pik yaptigi yaslar 75-80
arasidir. Tan1 anindaki yas ortalama 61°dir. 25 yasin altinda meme karsinomu olduk¢a
nadirdir. Geng yasta ortaya ¢ikan tiimorlerde hormon reseptorleri negatif, Her2 pozitif
olma egilimindedirzo.

2. Tiimériin in situ veya invaziv olmasi: in situ karsinom memede simrlidir ve
metastaz yapma ozelligi tasimaz. Bu tip tiimérlerde cerrahi ile kiir saglanir. invaziv
karsinomlarin yaklasik yarisinda tani aninda lokal veya uzak metastaz eslik etmektedir.
Duktal karsinoma in situ (DCIS) ve bunlardan gelisen invaziv karsinomlarin histolojik
dereceleri (grade) ve histolojik tipleri arasinda énemli iliski oldugu bulunmustur™®.

3. Uzak metastaz: Uzak metastazlar kotii prognozun gostergesidir. Meme
karsinomlar1 en sik akciger, kemik, adrenal bez, beyin ve meninkslere metastaz
yapmaktadir. TNM smiflamasinda uzak metastaz <M’ ile gosterilir** (Tablo4).
Hormon tedavisine cevap veren hastalarda adjuvan terapiler ile uzun siireli remisyonlar
ve palyasyonda basar1 saglanabilmesine ragmen, uzak metastazin varligl tam kiiri

olanaksiz kilmaktadir?.

Tablo 4. AJCC, TNM siniflamasinda metastaz (M) durumu™®

M DURUMU METASTAZ VARLIGI

MX Uzak metastaz varlig1 bilinmiyor
MO Uzak metastaz yok

M1 Uzak metastaz mevcut

4. Lenf nodu tutulumu: Invaziv meme karsinomlarinda uzak metastazin
olmamasi halinde aksiller lenf diiglimlerinin tutulumu en 6nemli prognostik faktordir®.
Bir lenf nodunda metastaz bulunma olasilig1 metastatik odagin ¢api, lenf nodunun ¢api
ve makroskopide diseke edilen lenf nodu sayisiyla iliskilidir. Hematoksilen&Eozin
(H&E) ile morfolojik olarak negatif oldugu diisiiniilen bir lenf nodunda, seri kesitlerle
ve immunhistokimyasal yOntemle metastaz ¢ikma olasihigt % 10-20 arasinda
degismektedir®.

TNM siniflamasinda bolgesel lenf nodu tutulumu ‘N’ klinik ve patolojik olmak

tizere iki sekildedir. Klinik siniflamada aksiller, supraklavikiiler gibi tutulan lenf
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diiglimiiniin yeri ve klinik olarak (fizik muayene ve goriintiileme yontemleriyle) tutulum
olup olmamasi esas alinirken, patolojik siniflamada tutulan lenf digimi sayisi ve
mikrometastaz i¢in metastatik odagin cap1 6nemlidir’®. Lenf nodu tutulumunun klinik
ve patolojik siniflandirilmalar1 Tablo 5 ve Tablo 6’da verilmistir. Hastaliksiz sag kalim

ve toplam sag kalim pozitif lenf nodu sayisi arttik¢ca azalir™'.

Tablo 5. AJCC, TNM siniflamasinda lenf nodu (N) durumu®

N Durumu Lenf nodu tutulumu (patolojik siniflama)
pNx Bolgesel lenf nodlarinin durumu bilinmiyor
pNO Bolgesel lenf nodlari tutulmamug veya metastatik odak <0,2 mm
pNO(i+) H&E diizeyinde veya immiinohistokimya ile izole tiimdr hiicreleri (<0,2 mm)
pNO(mol+) Molekiiler ¢aligmada tiimdr hiicreleri igin pozitif (RT-PCR) sonug
1-3 aksiller lenf nodunda ve/veya internal mamaryan lenf nodunda sentinel lenf
pN1ml nodu oOrneklemesi ile saptanan, klinik olarak belirgin olmayan mikroskopik
metastaz varlig
pN1mi Mikrometastaz (Metastatik odak ¢ap1: >0,2 mm ve <2,0 mm)
pNla 1-3 adet aksiller lenf nodunda metastaz
pN1b Internal mamaryan lenf nodlarinda metastaz
pNlc 1-3 adet aksiller ve internal mamaryan lenf nodlarina metastaz

4-9 adet aksiller lenf nodunda metastaz veya aksiller lenf nodu tutulumu negatifken

pN2 klinik olarak internal mamaryan lenf nodunda metastaz
pN2a 4-9 adet aksiller lenf nodunda metastaz (en az bir odak en bilyiik ¢apinda >2 mm)
pN2b Aksiller lenf nodu tutulum yokken klinik olarak internal mamaryan lenf nodunda
metastaz

>10 adet aksiller veya infraklavikiiler lenf nodunda metastaz veya > 1 aksiller lenf
nodu tutulumu

pN3 yan1 sira klinik olarak belirgin ipsilateral internal mamaryan veya >3 aksiller lenf
noduna ek olarak klinik olarak belirsiz ancak mikroskopik internal mamaryan veya
ipsilateral supraklavikiiler lenf nodunda metastaz

>10 adet aksiller lenf nodunda metastaz (en az bir odak >2 mm) veya

pN3a infraklavikiler lenf nodlarina metastaz

>1 adet aksiller lenf nodu metastaz1 varliginda klinik olarak belirgin ipsilateral
internal mamaryan
pN3b lenf nodu metastaz1 veya >3 aksiller lenf nodu metastaz1 varliginda sentinel lenf
nodu drneklemesi ile saptanan ancak klinik olarak belirsiz internal mamaryan lenf
nodunda metastaz

pN3c Ipsilateral supraklavikiiler lenf nodunda metastaz
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Tablo 6. AJCC, TNM siniflamasinda lenf nodu (N) durumu®

N Durumu Bolgesel Lenf Nodiilleri (Klinik Siniflama)
Ny Bolgesel lenf nodlari saptanamamaktadir (6rn. daha dnce ¢ikartilnsg)
NO Bolgesel lenf nodu metastazi yok
N1 Ipsilateral lenf nodlarinda metastaz (fikse degil)
Fikse veya gruplasmus ipsilateral aksiller lenf nodlarinda metastaz veya klinik olarak
N2 belirgin aksiller lenf nodu metastazi olmadigi durumlarda klinik olarak belirgin
ipsilateral internal mammaryal lenf nodlarinda metastaz
N2a Birbirlerine veya ¢evre dokulara fikse ipsilateral aksiller lenf nodlarinda metastaz
N2b Sadece klinik olarak aksiller lenf nodu metastazi olmadiginda klinik olarak belirgin

Aksiller lenf nodu tutulumu olsun ya da olmasin ipsilateral infraklavikular lenf
nod(larr)metastazi veya klinik olarak belirgin ipsilateral internal mammaryal lenf
N3 nod(lar1) metastaz ile birlikte klinik olarak belirgin aksiller lenf nodu metastazi; veya
aksiller ya da internal mammaryal lenf nodu metastazi olsun ya da olmasin

ipsilateral supraklavikular lenf nod(lar1) metastazi.

N3a ipsilateral infraklavikular lenf nod(lar)inda metastaz
N3b ipsilateral internal mammaryal lenf nod(larinda veya aksiller lenf nod(lari)nda metastaz
N3c ipsilateral supraklavikiiler lenf nod(lari)nda metastaz

S. Tiimér boyutu: Aksiller lenf nodu metastazi riski timdr boyutu ile dogru
orantili olarak artar. Boyutu bir cm’nin altinda olan tiimoérlerde 10 yillik sag kalim %
90’mn lizerindeyken, iki cm’den biiyiik tiimdrlerde bu oran % 77’lere kadar diiser.
Timor ¢api, lenf nodu tutulumundan sonra, en énemli ikinci parametre olup tek basina
kullamlabilen en énemli prognostik faktordiir*®. TNM simiflamasinda “T*’olarak ifade
edilir; patolojik ve klinik siniflamada benzer Olgiitler kullanilir (Tablo 7). Multipl
invaziv odak goriilen olgularda, odaklar aynmi kadranda ise multifokalite, farkli
kadranlarda ise multisentrisiteden bahsedilir. Multisentrik veya multifokal tiimorlerde,
AJCC evrelemesinde biiylik boyutlu tiimoér odagi esas alinir. Literatiirde yer alan bir
caligmada multifokal/multisentrik timdri olan olgularda lenf nodu tutulumunun, timor
yiizey alan1 ve hacmi esit olan unifokal olgulara kiyasla anlamli olarak fazla oldugu
gbzlenmistir. Multifokalite/multisentrisite varligi bagimsiz bir prognostik aktor
olmamakla birlikte tedavide hastaya yapilacak olan meme koruyucu cerrahi veya

mastektomi kararinin verilmesinde énemlidir’>.
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Tablo 7. AJCC, TNM siniflamasina gére tiimor capi (T) evrelemesi**

T Durumu
TX primer tiimdr degerlendirilemedi
TO primer tiimor yok
Tis In situ karsinom
Tis(DCIS) In situ duktal karsinom
Tis(LCIS) In situ lobiiler karsinom
Tis(Paget) invaziv timor olmaksizin meme basinin paget hastaligi olmasi
T1 2 cm veya daha kiiciik boyutlu tiimor
T1mic mikroinvazyon < 0,1 cm
Tla >0,1-<0,5cm
T1b >0,5-<1cm
Tlc >1-<2cm
T2 >2- <5 cm gapl timor
T3 >5cm
T4 Herhangi bir boyutta ancak asagidakilerden en az biriyle uyumlu tiimdr
T4a g0giis duvan tutulumu
T4b ayni memede deride ddem veya iilserasyon veya satellit nodiil varlig
T4c T4a ve T4b’nin birlikte olmasi
T4d inflamatuar karsinom

6. Histolojik tip: Histolojik tiplendirme i¢in yeniden diizenlenen WHO 2012
(World Health Organization- Diinya Saghk Orgiitii) simflamasi kullanilmaktadir.
Giincel siniflama Tablo 8’de verilmistir'®. invaziv meme karsinomlarimin ¢ogu invaziv
duktal karsinom morfolojisindedir. Daha iyi prognozlu olan tiibiiler, miisindz ve
adenoid kistik karsinom gibi meme karsinomlar1 diisiik dereceli tiplerdir. Az
diferansiye, tagli yiiziikk hiicreli ve inflamatuar karsinomlar ile karsinosarkomlar ise
memenin agresif davranslhi tiimérleridir. Inflamatuar karsinomlarda 5 yillik sagkalim
orani yaklagsik % 11°dir. Piir mediiller karsinom derecesi yiiksek oldugu halde nispeten

1y1 prognoza sahip tiimorlerdir. Mikst tlimdorlerde prognoz, baskin olan tip gibidir.
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Tablo 8. Meme Tiimérleri Klasifikasyonu (WHO 2012)*°

Epitelyal Tiimorler
Mikroinvaziv karsinom
Invaziv karsinom NST(spesifik tip olmayan) (eski
smiflamada Invaziv duktal karsinom, NOS)
v' Mikst karsinom
v' Pleomorfik karsinom
v Osteoklastik dev hiicreli karsinom
v' Koryokarsinomat6z 6zellikleri olan karsinom
v' Melanotik 6zellikleri olan karsinom
invaziv lobuler karsinom (klasik, solid, alveolar,
pleomorfik, tubulolobiiler, mikst)
Tiibiiler karsinom
Invaziv kribriform karsinom
Mediiller karsinom
Miisinéz karsinom ve bol miisin i¢eren diger tlimorler
v' Miisindz karsinom
v' Kistedenokarsinom ve
miisindz karsinom
v Tagsh yiiziik hiicreli karsinom
Noroendokrin tiimorler
v" Solid néroendokrin hiicreli karsinom
v' Apikal karsinoid tiimér
v' Kiigiik hiicreli / yulaf hiicreli karsinom
v Biiyiik hiicreli néroendokrin karsinom
Invaziv papiller karsinom
Invaziv mikropapiller karsinom
Apokrin karsinom
Metaplastik karsinomlar
v Saf epitelyal metaplastik karsinomlar
o  Skuamoz hiicreli karsinom
o  Igsi hiicre metaplazili adenokarsinom
o  Adenoskuamoz karsinom
o  Mukoepidemoid karsinom
v' Mikst epitelyal/mezenkimal metaplastik
karsinomlar
Lipidden zengin karsinom
Sekretuar karsinom
Onkositik karsinom
Adenoid kistik karsinom
Asinik hiicrereli karsinom
Glikojenden zengin berrak hiicreli karsinom
Sebasedz karsinom
Inflamatuar karsinom
Lobiiler neoplazi
v" Lobiiler karsinoma in situ
Intraduktal proliferatif lezyonlar
v' Olagan duktal hiperplazi
hyperplasia)
v' Diiz epitelyal atipi (Flat epithelial atypia)
v Atipik duktal hiperplazi
v" Duktal karsinoma in situ
Mikroinvaziv karsinom
Intraduktal papiller neoplaziler
Santral papillom
Periferal papillom
Atipik papillom
Intraduktal papiller karsinom
Intrakistik papiller karsinom
Benign epitelyal proliferasyonlar
v' Adenozis (varyantlar dahil)
o  Sklerozan adenozis
o  Apokrin adenozis
o  Blunt duktos adenozis

prizmatik  hiicreli

(Usual ductal

ANANENENEN

o  Mikroglandiiler adenozis
o Adenomyopitelyal adenozis

v Radyal skar/kompleks sklerozan lezyon
v" Adenomlar
o  Tibiiler adenom
Laktasyon adenomu
Apokrin adenom
Pleomorfik adenom
Duktal adenom

O O O O

Myopitelyal lezyonlar
Myoepitelyozis
Adenomyoepiteltal adenozis
Adenomyoepitelyoma
Malign myoepitelyoma

Mezenkimal tiimdrler
Hemanjioma
Angiomatozis
Hemangioperisitom
Psddoangiomatdz stromal hiperplazi
Myofibroblastoma
Fibromatozis (agresif)
Inflamatuar myofibroblastik tiimor
Lipom
v' Anjiolipom
Graniiler hiicreli timor
Noérofibrom
Schwannoma
Anjiosarkom
Liposarkom
Rabdomyosarkom
Osteosarkom
Leiomyom
Leiomyosarkom

Fibroepitelyal tiimorler
Fibroadenom
Fillodes timoérii
v" Benign
v" Borderline
v\ Malign
Periduktal stromal sarkom, diisiik dereceli
Meme hamartomu

Memebasi tiimorleri
Meme bast adenomu
Siringomat6z adenom
Meme basinin Paget hastaligi

Malign lenfoma
Diffiiz biiyiik B-hiicreli lenfoma
Burkitt lenfoma

MALT tipi ekstranodal
lenfoma
Follikiiler lenfoma

Metastatik tiimorler
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7. Histolojik Derece (Grade): Invaziv duktal karsinomlar tiibiil ya da gland
formasyonu olusturmalari, niikleer pleomorfizm ve mitoz esas alinarak olusturulan
gradeleme sistemine gore derecelendirilirler. Bu sistem ilk kez Bloom ve Richardson
tarafindan 1957 de olusturulmus ve 1991°de Elston ve Ellis tarafindan modifiye
edilmistir. Elston-Ellis modifikasyonunda apoptotik cisimcikler ve hiperkromazi gibi
bulgular siniflamadan c¢ikartilarak glinlimiizde de hala kullanilan modifiye Bloom-
Richardson- Elston sistemi Nottingham derecelendirme sistemi seklini almls‘ur5 3
(Tablo 9).

Mitoz sayimi yapilirken kullanilan mikroskop alanlar1 bilinmeli ve skorlama buna
gore yapilmalidir. Mitoz, en az 10 biiyiik biiylitme alaninda sayilmali ve tercihen
invaziv tiimoriin periferi ve/veya en yliksek sayim yapilan alamindaki sonug
kullanilmalidir. Her mikroskopta goriilen alanin c¢ap1 farkli oldugundan kullanilan
mikroskoba gore sayim yapilmalidir. Yine niikleer pleomorfizm skoru, en yiiksek
oldugu alana gore verilmelidir.

Yiiksek histolojik derece, lenf nodu tutulumu ve tiimér ¢capindan bagimsiz olarak,
uzak metastaz ve kisa sagkalim siiresi ile iliskili bulunmustur®. Ayrica histolojik derece
kemoterapiye yanit i¢in de yararli bilgi verir, bu yiizden prognostik oldugu kadar
prediktif bir faktordiir. Yapilan pek ¢ok calismanin sonucglarina gore; yliksek dereceli
tiimorler kemoterapiye daha iyi yanit verirken, diisiik dereceli timorlerde hem adjuvan

hem de neoadjuvan tedaviye yanit daha kotiidiir™.
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Tablo 9. Modifiye Bloom-Richardson sistemi Nottingham derecelendirme sistemi>

Tiibiil yapma (%) Skor
>75 1

10-75 2

<10 3

Mitoz (10 BBA¥) (0,44 mm, 0,152 mm?)** Skor
0-5 1

6-10 2

>11 3
Niikleer Pleomorfizm Skor
Minimal (kromatin diizenli) 1

Orta siddette (agik kromatin, niikleol varligr) 2
Belirgin (hiicre ¢ap1 ve seklinde belirgin varyasyon | 3
+bizar niikleuslar ve belirgin niikleoller

Skor Toplamm Histolojik Derece
3-5 puan Derece 1
6—7 puan Derece 2
8-9 puan Derece 3

*:BBA: Biiyiik biiyiitme alani. **: Mitoz sayis1 kullanilan mikroskobun tipine gore degismektedir.

8. Nekroz: Nekroz timor boyutu ve derecesi ile iliskilidir. Cesitli yayinlarda
nekrozun hem lenf nodu pozitif hem de lenf nodu negatif hastalarda énemli bir koti
prognostik faktor oldugu gosterilmistir.

9. Tiimor hiicre proliferasyon indeksi: Tiimor derecelendirmesinde yer alan
mitoz; DNA- Flow sitometri, timidin labeling indeks, S-faz fraksiyonu dl¢timii, PCR
metodlar1 veya hiicre siklusunda salian proteinlerin (6rn; Ki 67) immunhistokimyasal
olarak tespit edilmesiyle Olgiilebilir. Proliferasyon hizinin yiiksek olmast kot
prognostik faktordiir. Benign meme lezyonlarinda Ki 67 pozitif (+) hiicre orani ortalama
% 3-4 civarinda olup, invaziv karsinomlardaki ortalama degeri ise % 16-17’dir. Ki 67
proliferasyon indeksi pek cok calismada hastaliksiz ve genel sag kalimla ters iligkili
bulunmustur. Az diferansiye karsinomlarda ve komedo nekroz ig¢eren invaziv duktal
karsinomlarda en yiiksek degere ulasirken, invaziv lobiiler ve miisindz karsinomlarda
daha diisiik seviyededir. Mediiller karsinomlarda genellikle % 50’nin iizerindedir.
Yapilan calismalarda hormon reseptorleri negatif (-) olgularda, ki 67 indeksi daha
yiiksek olma egiliminde olup bu durum kisa sag kalim siiresi ile iliskili bulunmustur*®.

10. Ostrojen ve progesteron reseptor durumu: Ostrojen reseptor (ER) ve
progesteron reseptér (PR) ekspresyonlari, invaziv meme karsinomunda zayif birer
prognostik parametre olup meme karsinomlarmin yaklagik % 70-80’inde pozitiftir.
Olumlu bir prognostik faktdr olarak kabul edilir ve iyi prognozla iliskilidirler. Adjuvan

tamoksifene yanitta kullanilirlar. ER (+)/PR (+) tiiméorlerde bu tedaviye yamit orant %
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60-70, ER (-)/ PR (-) timorlerde % 10 oranindadir. ER (+)/PR (-) timoérlerde ise oran
yaklasik % 40’tir. Hormon reseptorii negatif tiimorlerde tedaviye yanit daha az
orandadir.

ER (+) timorler daha yavas biliylimekle birlikte metastaz yapma potansiyelleri
ayni oranda diisiik degildir. Tru-cut ya da insizyonel biyopsi orneklerinde dokularin
daha iyi fikse olmasi nedeniyle ER ve PR varliginin immiinohistokimyasal olarak
degerlendirilmesinin bu oOrneklerde yapilmasi; sonuglarin daha sonraki eksizyon
materyalindeki boyanma ile korele edilmesi ve metastaz ya da rekiirens varliginda bu
odaklarda immiinohistokimyasal c¢alismanin tekrarlanmasi Onerilmektedir. Timor
hiicrelerinin % 1-10’unda saptanan ekspresyonun bile hormonal tedaviye cevapla iliskili
oldugu bulunmustur™.

11. Her2 Onkojen Durumu: Her2 (CerbB2) meme karsinomlarinin yaklasik %
20-30’unda eksprese edilir. Immiinohistokimya, PCR veya floresan in situ
hibridizasyon (FISH) gibi yontemlerle tespit edilebilir. Gen amplifikasyonu ya da
protein asir1 ekspresyonu onemli bir prognostik faktr olarak kabul edilmistir™.
Literatiirdeki ¢cogu c¢alismanin sonucuna gore Her2 pozitifligi kotii prognozla iliskili
bulunmasina ragmen monoklonal antikor olan trastuzumab (Herceptin) tedavi sansi
dogmaktadir. Her2 belirlemesinde kullanilan bir algoritma vardir. Buna gore
immiinohistokimya ile baslayan bir algoritmik yaklasim izlenmektedir ve 10’luk
biiylitmede > %30 tiimor hiicresinde kuvvetli membranéz boyanma 3 (+) olarak
degerlendirilmektedir. Timor hiicrelerinin @ % 30’undan azindaki membrandz
boyanmalar veya inkomplet membrandz boyanmalar 2 (+), zayif sitoplazmik pozitif
boyanma 1 (+) kabul edilmektedir. Tiim 2 (+) sonuglarda, floresan in situ hibridizasyon
(FISH) (veya kromojenik in situ hibridizasyon- CISH) c¢alismasi yapilarak gen
amplifikasyonun varliinin arastirilmast gerekmektedir57. Amerikan Ila¢ Idaresinin

(FDA) HER2/neu i¢in uygun gordiigii skorlama sistemi Tablo 10°da 6zetlenmistir.

Tablo 10. FDA HER2/neu skorlama sistemi

HER2/neu Skorlama Sistemi (FDA)

0 | Boyanma yok

+1 | Zayif boyanma, tiimdr hiicrelerinin % 30’undan azinda zayif boyanma

+2 | Tiimor hiicrelerin en az % 10’unda zayif membrandz boyanma

+3 Timdr hiicrelerin en az % 30’unda kuvvetli komple membran6z boyanma
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12. Lokal ileri hastahk: Giliniimiizde farkindalik ve goriintiileme yontemlerinin
gelismesi nedeniyle daha biiylik boyutlu deriyi ya da gogiis duvarini invaze eden
karsinomlar daha nadir olarak goriilmektedir. Bu tip tiimdrlerin cerrahi eksizyonu
oldukca zordur.

13. Lenfovaskiiler invazyon: Ozellikle T1, lenf nodu negatif hastalarda énemli
bir bagimsiz prognostik faktor olup tiimor komsulugundaki meme dokusunda varligi
arastirilmalidir’®. En  o6nemli gorevi aksiler lenf gangliyonu tutulum riskini
gostermesidir.

14. Diger prognostik faktorler: Gegmiste yapilan caligmalarda; BRCAI1
durumu, inflamatuar hiicre infiltrasyonu, in situ karsinom varligi, timor stromasindaki
elastozis varligi, cerrahi smirlarin durumu, mikrodamar yogunlugu, fibrotik odak varlig
ve pS3 mutasyonu gibi faktorler ile de timdr prognozu arasinda iligki gosterilmistir.
Bunun yanisira farkli histolojik prognostik faktorlerin kombinasyonu ile olusturulmus
indekslerden biri olan Nottingham prognostik indeksinde tiimor boyutu, lenf nodu
tutulumu ve histolojik derecelendirmeye bakilarak timor iyi, orta ve kotli prognostik

gruplara ayrilmistir.

2.2.2. Meme Karsinomu Tedavisi:

Tedavide cerrahi, radyoterapi, hormonal tedavi, kemoterapi ve hedefe yonelik
tedavi secenekleri kullanilir. Hangi tedavinin kullamilacagma tiimdriin tipi ve
davranigina, hastaliin yaygmligina ve evreye gore karar verilir. Cerrahi tedavi
modifiye radikal mastektomi (MRM), basit mastektomi ve meme koruyucu cerrahi
yontemlerinden olusmaktadir. Eger hasta, tiimér boyutu disinda diger meme koruyucu
tedavi kriterlerine uymakta ise evre I1A, IIB ve T3N1MO tiimdrlerde neoadjuvant tedavi
sonrast meme koruyucu cerrahi tedavi secenegi de kendisine belirtilmesi gereken bir
zorunluluk haline gelmektedir.

Radyoterapi daha ¢ok postoperatif kullanilirken, nadiren primer tiimor tedavisinde
ve lokal rekiirrenslerin kontroliinde de kullanilabilir. Kemoterapi 6zellikle de metastatik
karsinomlu hastalarin sagkaliminda énemli etkiye sahiptir. En iyi sonuglar kombinasyon
kemoterapisi ile alinir. Hormon reseptorleri pozitif olan hastalarda Tamoksifen

kullanim1 ve Her2’si pozitif hastalarda Trastuzumab kullanimi hasta sag kalimini
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onemli oOl¢iide etkilemekte, tedavinin diizenlenmesine katki saglamaktadir. Meme
karsinomu farkli patolojik 6zellikler ve klinik davranislar iceren farkl tiplerin meydana
getirdigi heterojen bir hastalik grubudur. Bu heterojenitenin bilinmesi her bir olgunun
bu evrimsel spektrum igerisindeki yerine ayr1 ayr1 yerlestirilmesi ihtiyacini dogurur. Bu
da ancak bugiine kadar tanimlanmis, morfolojiye dayali prognostik veriler ile

morfolojiye dayali olmayan bazi molekiiler belirteglerin saptanmasiyla olur’”.

2.2.3. Molekiiler Siniflama ve Prognostik Onemi:

DNA, RNA ve proteinlerdeki ¢ok sayida degisikligi inceleyen yeni teknikler
sayesinde invaziv meme karsinomlar1  biyolojik  Ozelliklerine goére de

60,61

siniflandirilmistir’™>". Benzer histopatolojik &zellikler gostermelerine karsin klinik

gidislerinin farkli olmasi ve ¢esitli tedavilere farkli yanitlar vermeleri nedeniyle birgok
calisma giiniimiizde bu yonde yapilmaktadir®®*,

Meme karsinomlar: tiimoriin koken aldig: hiicreler birbirinden farkli oldugu igin
heterojen bir timér grubudur®. Meme karsinomlarinda DNA mikroarray yontemi ile
biyolojik ve klinik olarak bu heterojenite gosterilmis, gen ekspresyonlarina gore 5 farkli
molekiiler alt tip saptanmustir®™. Alt tiplerde normal meme parankimindeki liminal
(glandiiler) ve bazal (myoepitelyal) hiicrelere benzer ekspresyonlar gosterilmistir. Bu alt
tipler Luminal A, Luminal B, Her2 eksprese eden tip, bazal-benzeri, normal ’breast-
like’” tip olarak simflandirlmistir®®. Hem Luminal A hem de Luminal B timérler
hormon reseptorlerini eksprese ederler. Ancak Luminal A tiimorler daha ¢ok Ostrojen
reseptorii (ER) eksprese ederken (en bilinenler PR, GATA3, Bcl-2, CK8 ve CKI18),
Luminal B tip tlimorlerde Her2/neu gibi proliferatif genlerin ekspresyonu fazladir.
Luminal tip timdrlerin % 20’sinden azinda p53 mutasyonu goriiliir ve cogunlugu derece
1 tiimérlerdir®.

ER negatif karsinomlar ekspresyon kaybi neticesinde ya da normalde ER negatif
olan hiicrelerden gelisirler. Normal meme benzeri tiimorler de ER negatif tiimdrlerdir.
Bu tipte bazal epitelyal genlerin yiiksek, liiminal epitelyal genlerin ise diisiik
miktarlarda eksprese edildigi grup oldugu bildirilmistir’.

Her2 eksprese eden tiimorler ise genellikle az diferansiye tiimorlerdir ve ER

negatiftir. Bu gruptaki tiimorlerde % 40-80 oraninda pS3 mutasyonu izlenmektedir ve
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cogunlukla derece 3 ve aksiller tutulumu olan tiimorlerdir. Bazal hiicre benzeri
karsinomlar, myoepitelyal hiicre diferansiyasyonunu diisiindiiren CKS5, CK17 gibi bazal

172
172 Bazal

keratinler, e-kadherin, EGFR ve laminin ekspresyonu gibi 6zelliklere sahiptir
benzeri tipte ER ve Her2 negatiftir

Prognostik agidan subtipler arast énemli farklar bulunmaktadir’’. Bazal benzeri
ve Her2 eksprese eden tip prognozu en kotii olan gruplar iken Luminal A en iyi
prognozlu alt tiptir. Normal tipteki timoérler bazal benzeri olan gruptakilere gore,
Luminal A tipindekilerin ise Luminal B’ye goére daha iyi prognoz gosterdikleri
bildirilmistir. Yapilan ¢alismalarda yasa gore alt tip dagilimlari incelenmis ve genglerde
daha ¢ok bazal benzeri tipin; yaslilarda ise Luminal alt tipin daha sik goriildiigii
saptanmistir. Pre ve postmenopozal olgular ayri ayri1 degerlendirilmis sonug olarak
molekiiler subtipleme ile menapoz arasinda iliski saptanmam1$t1r75. Yapilan bir¢ok
caligmada bazal-benzeri grubun yiiksek histolojik ve niikleer grade ile iliskili oldugu
bulunmugtur®%-"°.

Nielsen ve arkadaslar1 930 invaziv meme karsinomu olgusunu kullanarak
yaptiklar1 bir calismada, ER/PR, HER2, EGFR, CK5/6 antikorlarini igeren dortlii
immunhistokimyasal panelin, bazal benzeri tipi belirlemede sensivitesinin % 76,
spesifitesinin ise % 100 oldugunu gostermislerdir. CK5/6 ve EGFR normal meme
dokusunda myoepitelyal ve epitelyal hiicre belirtegleri olup duktal epitelin bazal
tabakasini boyarlar. Lenf nodu negatif meme karsinomlarinda CK5/6 ekspresyonunun
timor cap1 ve histolojik derecesinden bagimsiz bir prognostik faktdr oldugu rapor
edilmistir. Bazal keratin eksprese eden meme karsinomlarinda prognozun daha koéti
oldugu gosterilmistir’".

Histolojik tipler ac¢isindan bakildiginda, mediiller karsinomlar iyi prognozlu
olarak bilinmelerine kasin, yaklasik yarisinin bazal benzeri grupta oldugu saptanmustir.
Metaplastik karsinomlarin ¢ogu da bazal benzeri grupla iliskilidir’’. Bazal benzeri ve
Her2 eksprese eden tiplerde ortalama tiimdr ¢apinin liiminal gruplara gore daha biiyiik
oldugu bulunmustur. Ayrica mitoz sayisi tek basina degerlendirildiginde bazal benzeri
tipte digerlerine gére daha fazla oldugu gdzlenmistir’®. En sik lenfovaskiiler invazyon
yapan grubun Her2 eksprese eden tip oldugu bulunmustur’®. Lenf nodu metastazi yine

en sik Her2 eksprese eden grupta goriilmekle birlikte bazal benzeri gruptaki tiimorlerin

de liiminal A’ya goére daha sik lenf nodu metastazi yaptiklart bildirilmistir®. Ayni
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sekilde uzak metastazin da en sik Her2 eksprese eden grupta oldugu saptanmistir. Tiim
meme kanserlerinin % 3’1, ailesel gecis gosterenlerin ise % 25’1t BRCAl ve BRCA2
gen mutasyonu ile iliskilidir*®. Molekiiler ¢alismalarda, dzellikle BRCAI mutasyonu

tespit edilen hasta grubunda, bazal benzeri tiple iliski tespit edilmistir’.

2.3. SOX2’nin Molekiiler Mekanizmalarla Onkolojik Potansiyeli:

Transkripsiyon gen ifadesinin ilk basamagidir, belirli bir DNA 1pligi lizerindeki
bilginin RNA polimeraz enzimi araciligi ile bir RNA molekiiliine aktarilmasi islemidir.
RNA polimeraz enzimi, bu islem sirasinda aslinda mRNA olarak adlandirilan bir RNA
molekiiliinii sentezlemektedir. Sentezlenen bu mRNA molekiiliine transkript denir.
mRNA'min sentezlendigi bu isleme de transkripsiyon denmektedir. Promotérler,
transkripsiyon islemi i¢in gerekli olan ve RNA polizmerazin saglam bir sekilde
baglanabildigi 6zgiin DNA parcaciklarini igerirler. Bu 6zgiin DNA pargagiklarina RNA
polimerazin yani sira, RNA polimerazin g¢alismasini giliclendirebilecek proteinler,
transfripsiyon faktorleri (TF) ile baglanabilirler.

TF’ler spesifik gen ifadesinin diizenlenmesinde promotér dizilerine aktivator ya
da baskilayici olarak gorev yapmak iizere, 6zgiin DNA dizisini taniyarak baglanirlar.
TF’ler; diferansiasyonda, yenilenmede ve organizmanin gelisimsel paternlerinde énemli
genleri kodlayan molekiillerdir. Asirt TF ekspresyonlarma siklikla malignitelerde
rastlanmis ve bu faktdrlerin bazi spesifik kanser tipleriyle iliskili oldugu bulunmustur™.

Etiyoloji ve tiimor progresyonlarindaki rollerinden dolayr TF’ler, hedefe yonelik
tedavi yaklagimlarinda glinimiizde oldukg¢a popiilerdir. Yapilan arastirmalar normal
epitelyal hiicrelerde olusan ve onkojenik 6zellik gosteren TF’ler tizerine yogunlagmustir.
Bir TF olan SOX2 pluripotent embriyonik kok hiicrelerde kendi kendini yenilemeden
sorumludur. Insanlarda ilk defa 1994 yilinda Stevanovic ve arkadaslari tarafindan
gosterilmistir®'. SOX2 3q26.33 nolu kromozomda bulunur ve 317 aminoasitten olusur.
Ekspresyonu, kisitli spasyal-gegici pattern gostermektedir. Organogenezis ve bazi
dokularin embriyojenik gelisiminde kritik rol oynamaktadir®. Gelisim sirasinda kok ve
oncii hiicreler tarafindan eksprese edilir®"?.

SOX2 gen ailesi yiiksek mobilite grup (HMG) transkripsiyon faktérlerini kodlar®.

Ornegin, SOX2'nin  overekspresyonu, farelerin noronal kok  hiicrelerinin
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differensiyasyonunu bloke etmektedir. Diger taraftan da sinir kok hiicrelerinde
SOX2'nin azalmasi normalden daha erken bir donemde hiicre siklusundan ¢ikisa ve
noronlara  differensiyasyona neden olmaktadir®>. SOX proteinleri hedef gende
transkripsiyonel aktiviteye neden olarak etki gosterirler. SOX proteinlerinin onkojenik
potansiyelini anlayabilmek igin hedef tammlanmasi sarttir®*?,

2006 yilinda Takahashi ve Yamanaka retroviral transfeksiyon yontemiyle
aktardiklar1 4 genin (OCT4, SOX2, c-Myc ve Klf4) fare fibroblastlarini pluripotent hale
getirdigini bildirmislerdir®®. Oct-4, Nanog ve Sox2, pluripotensinin devamim ve
farklilasmay1 saglayan genlerin baskilanmasini saglayan, ¢ekirdek diizenleyici agdan
meydana gelmektedir®.

Bu genlerin yaninda Chen ve ekibinin bir ¢alismasinda SOX2 tarafindan
transkripsiyonel olarak diizenlenen ve hiicre proliferasyonunda rol alan CCND1 geni
tanimlanmistir. CCND1 geninin ve bu genin iirlinii olan Siklin D1’in hiicre siklusunda
SOX2 gibi G1/S gegisini kolaylastirdigim saptamuslardir®.

Bir¢ok tiimor; hiicrelerin (gen amplifikasyonu, mutasyon gibi genomik
degisikliklere ugramastyla) malign transformasyonu sonucu olusur®®. Bir sonraki adim
tiimorojenik ozellikler sergileyen hiicrelerin klonal ekspansiyonudur. Bu segilmis
hiicreler hiicre kontrol mekanizmalarindan kagarak hizla prolifere olurlar ve dokulara
ilerlerler’’. Bu sézii edilen basamaklar kanser kok hiicreleri (CSC) tarafindan ydnetilir.
Giliniimiizde farkli kanser tiplerinde ¢ok sayida CSC tamimlanmis ve bunlarin klinik
yararlar1 arastirilmistir. Kok hiicreleri kendini yenileyebilme, proliferasyon ve
farklilagma ozelliklerine sahiptirler. Normal dokudaki kok hiicrelerdeki germ hatti
varyasyonlari, epigenetik degisiklikler, kok hiicre sinyal komponentlerinin somatik
mutasyonu sonucu kanser kok hiicreleri meydana gelir. In vitro tiimér hiicre kiiltiirleri
ve hayvan modellerinde yapilan calismalarda kanser kok hiicrelerinin konvansiyonel
tedaviye direngli oldugu bu nedenle bu hiicrelerin rekiirrens ve metastazdan sorumlu
oldugu gosterilmistir.

SOX2 ayn1 zamanda bir kok hiicre belirleyicisidir ve kok ve oOncii hiicrelerin
icinde ifade edilir'®. SOX2 ile ilgili birgok calisma yapilmis ve yetiskin viicut
hiicrelerinde uyarilmis pluripotent kok hiicrelerle iliskili oldugu bulunmustur®®. Kok
hiicre aragtirmalar1 ve bunlarin klinik yararlari; beraberinde bir TF olan sex belirleyici

bolge (SRY) iligkili yiiksek mobilite grubu (HMG) ailesi iizerinde de odaklanilmasini
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saglamis ve SOX2’nin asir1 ekspresyonu kanser gelisimiyle iliskili bulunmustur’. SOX2
proteini SOXB1 grubunda ifade edilir ve bu aile N-terminal, HMG ve C-terminal olarak
adlandirilan 3 grup baglanma alanini igerir. SOX2’nin HMG alan1 niikleer sinyallerle
aktive oldugunda bu proteinin regiilasyonunun gergeklesmesine katkida bulunur®
(Sekil 1). SOX proteinleri erken embriyo doneminde eksprese edilerek embriyonik ve
ekstra embriyonik hiicre tiplerinde énemli roller oynarlar®.

Aslinda SOX2’nin onkojenik potansiyeli hala tam olarak aydinlatilamamistir.
Spesifik DNA sekanslarina; hedef gen ekspresyonunun aktivasyonu veya inhibisyonu
icin baglanirlar. Kanser hiicrelerinde SOX2'nin transkripsiyonel aktivitesinin nasil
yavasladig bliyiik 6l¢iide bilinmemektedir. SOX2 baglayici proteini olarak gorev alan 3
kateninin yikimi ile SOX2 nin transkripsiyonel aktivitesinin artti1 gosterilmistir™. Wnt/B
katenin yolaginda SOX proteinlerinin rol aldigi gosterilmistir. Bahsedilen tiim
caligmalar SOX2’ nin onkojenik potansiyeline anlamaya yardimci olmaktadir.

2014 yilinda Weina ve arkadaslar tarafindan yapilan bir arastirmada SOX2 ve rol
aldig1 kanserler toplanmistir. Buna goére SOX2’nin hiicre ¢cogalmasi ve biiylimesinde,
hiicre gociinde, apoptoziste, ila¢ direncinde, tiimorogenezde, invazyonda ve timor
metastazinda rol aldig1 gésterilmistirg&143 (Sekil 2).

Yapilan aragtirmalara gére meme, kolorektal, sinonazal, 6zefagus, akciger, over
karsinomlari, hepatoselliiler karsinom ve melanomlarda da SOX2 amplifikasyonu
gosterilmistir. Ayrica SOX2’nin mide ve prostat karsinomlar ile iliskisini bildiren

9192 Kiigiik hiicreli dist akciger karsinomlarinda % 41,

caligmalar mevcuttur
menenjiomlarda % 29 oraninda SOX2 asir1 ekspresyonu saptanmustir’~ . SOX2; kolon
karsinomlarindaki lenf nodu metastazi ile de iliskili bulunmustur®.

Yapilan ¢alismalarda elde edilen sonuglar pankreatik inraepitelyal neoplazilerde
karsinogenezin ileri asamalarinda; Ornegin invazyon ve metastazda SOX2 asiri
ekspresyonunun rol aldigini diisiindiirmiistiir”. Aym zamanda SOX2’nin belirli kanser
tirlerinin rekiirrensinde rol oynadig bildirilmis ve akciger skuamoz hiicreli
karsinomlarinda karsinomun ortaya ¢ikmasinda gorevli normal doku genleriyle ayni
kokenden geldigi gosterilmistir®*®,

Tiimdrogenez ve embriyonik kok hiicrelerin onariminda gorev almalarindan

dolayr SOX2’nin CSC i¢in bir marker olarak rol oynadiklar1 gosterilmistir. Yapilan
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caligmalarda SOX2 ekspresyonunun azalmasit sonucunda CSC fenotiplerinin bloke

oldugu diisiiniilmektedir'®.
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Sekil 1. SOX ailesi sematik goriiniimi
(SOX2; SOX ailesinden SOXB1 de yer alir. SOX2 fonksiyonlarmin diizenlenmesinde, sinyal alimi ve

iletiminde HMG alan1 proteinlerin baglanmast igin 6nemlidir®.)

sekil 2. SOX2nin rol aldigi basamaklar™®.
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2.4. SOX2’nin Meme Karsinogenezindeki Rolii:

Prognoz ve tedavi modalitelerindeki farkliliklar agisindan meme kanserleri
oldukga heterojen bir gruptur. Ozellikle baz1 subtiplerde tedaviye direng ve agresif gidis
nedeniyle molekiiler calismalar ivme kazanmistir. Meme kanserleri kok hiicreler
bakimindan zengindir. Bu durum tiimér olusumu, progresyonu ve kemoterapi ve/veya
radyasyona direng gibi kanser gelisim ve tedavi asamalari ile iliskili bulunmustur'®"'*,

Giiniimiizde, SOX2’nin meme dokusu gelisimindeki roli yavas yavas
aydinlatilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda saglikli bir insanin meme dokusunda SOX2

11-13,139-141 . .
A39-141 Ancak, insanda meme kanserinde SOX2

ekspresyonu tespit edilmemistir
ekspresyonuna yonelik kanitlar artmaktadir. Bu durum SOX2’nin meme kanseri
tiimdrogenezisinde rol oynadig: fikrini ortaya atmaktadir®.

Meme tiimorogenezisi sirasinda SOX2’nin hiicreleri tiremeye zorladigi, in vivo
tiimorogeneziste kismen G1/S gecisi ve diizenlemesini kolaylastirarak ve B kateninle
uyum igerisinde, CCND1 gibi efektdr genlerin ekspresyonunda aktif rol aldigi toplanan

13,85

verilerle desteklenmistir Meme karsinomlarinda onkojenik TF’lerin asir1

ekspresyonu, kotii diferansiye ve triple negatif meme kanserlerinde gosterilmistir'®.

Meme karsinomunda SOX2’nin fonksiyonel Onemini anlamak i¢in hiicre
hatlarinda transkripsiyonel olarak aktif olup olmadigini degerlendirmek gerekir.
Kendini yenileme durumlarinda SOX2 yiiksek oranda kodlanir ve kok hiicre
yenilenmesi sirasinda promoter1 epigenetik olarak sessizlige ugrar. Yani meme epitelyal
hiicrelerini de igine alan ¢ogu diferansiye hiicrede SOX2 promoter: sessizdir'™. SOX2
meme kanser hiicrelerinde hiicre siklusundaki G1/S gecisini kolaylastirarak ve CCND1
geninin up-regiilasyonuna neden olarak proliferasyonu saglamaktadir.

SOX2 ve B katenin sinerjistik etki gostererek meme karsinogenezinde rol alirlar.
Kanser hiicrelerinde CCND1 geninde aktivasyona [ kateninle birlikte neden olur.
CCNDI1 gen iiriinii olan Siklin D1 proteini hiicre siklusunda GO/G1 den S fazina gegisi
diizenler. CCNDI1 amplifikasyonu/asir1 ekspresyonu yaklasik % 50 meme karsinomu
olgusunda gosterilen degisikliklerden biridir.

Meme karsinogenezinde SOX2 ve WNT/ B-katenin, AMPK/mTOR yolaklari ile
iliski gosterilmistir’>”"*®* (Sekil 3).

Chen ve arkadaglarinin calismasinda SOX2’nin meme kanserlerinde asir1

ekspresyonunun mevcut oldugu ve tiimoriin derecesi ile SOX2 seviyeleri arasinda
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korelasyon oldugu, meme karsinogenezisinde SOX2 promoterlarmin gorev aldig
bildirilmistir®. Literatiirde baska bir calismada asir1 SOX2 ekspresyonu; tim invaziv
meme karsinomlarinda % 28, triple negatif meme karsinomlarinda % 43 olarak
saptanmugtir>. Ayni caligmada SOX2’ nin tiimér olusumu, progresyonu ya da kotii
diferansiyasyon durumlariyla ilgkili gen kaskadlarini aktive ettigini diisiindiirmiistiir.

Meme kanseri hiicre hatlar ile ilgili 6nceki ¢alismalar shRNA araciligiyla SOX2
yikiminin, Siklin D1’in down regiilasyonu neticesinde hiicre siklusunun durmas ile
sonuc¢landigini géstermistir86. Bahsedilen ¢alismada hiicre siklusundaki bu blokasyon
heterograft modellerde tiimor hiicre proliferasyon inhibisyonuna eslik etmektedir. RNA
interferaz; canl hiicreler i¢inde yer alan ve hangi genlerin aktif olacagini ve nasil aktif
olacaklarini belirleyen ve kontrol eden bir sistemin ismidir. shRNA veya siRNA (kiigiik
interferaz RNA’s1) olarak adlandirilan kiiciik RNA’lar, RNA interferazin faaliyetlerini
artirmak veya azaltmak suretiyle etki gdsterirler. Inhibitsr RNA (RNAi) ile yaygin olan
gen ifadesinin susturulmasinda bazi potansiyel sinirlamalar vardir. Oncelikle meme
dokusunda onkogenler yiiksek oranda eksprese edilirler ve RNAI1 tarafindan hepsinin
aym anda yikilmasi zordur. Ikinci olarak RNAi’ye yardimci olan bu kii¢iik RNA’lar
gecici siire etki gostermelerinden dolayt RNAi’nin uzun dénem etkisini sinirlarlar.

Bu molekiillerin promoter ve onkojenik transkripsiyon igin gerekli olan DNA
diizenleyici bolgeleri direkt olarak susturabilmasi i¢in hedef gende giiglii bir down
regiilasyona ihtiyag vardir'®. Bu sayede SOX2’nin yikimi saglanarak hiicrelerin GO/G1
asamasinda bekletilmesi saglanmis olur.

Sporadik lenf nodu negatif invaziv meme karsinomlarinda 6zellikle bazal benzeri
fenotipte'® ve cesitli erken dénem postmenapozal karsinomlarda'? SOX2 ekspresyonu
saptanmistir. Daha ileri arastirmalara ihtiya¢ duyulmasina ragmen SOX2
ekspresyonunun kétii differansiye tiimorlerle iliskili olabilecegi sonucuna varilmustir''.

Timor invazyonu kompleks bir olaydir. Malign hiicreler bir araya gelerek primer
olarak olustuklar1 alandan gé¢ ederler'®. Bircok solid timérde epitelyal- mezenkimal
doniisim timdr invazyonu icin 6nemli bir basamak olarak saptanmistir'®'%®. Bu
doniisim sirasinda malign epitelyal hiicreler; hiicre-hiicre adezyonu, apikal-bazal
polarite gibi karakteristik 6zelliklerini kaybederek artmis motilite ve invazyon yetenegi
gibi mezenkimal Szellikler kazanirlar'® ', SOX2’nin de timér invazyonunda rolii

vardir. Bu etkiyi direkt olarak gostermede yapilan in vitro galismalar 6nemlidir'''. Wu

26



ve arkadaslarinin 2013 yilinda yaptig1 bir ¢alismada ilk defa meme kanserinde epitelyal-
mezenkimal donlisimle invazyonda SOX2’nin diizenleyici olarak goérev aldigi
gosterilmistir. Buna gore SOX2’nin, transkripsiyonel olarak aktif olup olmamasi
durumuna gore meme kanseri invazyonunda roliiniin oldugu sonucuna varimustir''*,

SOX2 ekpresyonunun meme kanseri agisindan anlaminin klinik olarak biitiiniiyle
netlestirilebilmesi ve daha tamimlayici kanitlara erisilebilmesi igin, genis kohort
caligmalar1 gerekmektedir. Buna goére meme karsinomlarinda SOX2; hiicre
proliferasyonunda, koloni formasyonunda, invazyonda ve metastazda rol almaktadir.

Giliniimiize kadar meme karsinomu SOX2 iligkisi lizerine yapilmis ¢alismalar bazi
klinik yararlar1 beraberinde getirmektedir. Piva ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 bir
calismada, meme kanserinde Tamoksifen direncinde kanser kok hiicrelerindeki Wnt
yolag: sinyal aktivasyonunun rol aldig1 gosterilmistir. Ayrica ekspresyon seviyesi ile
histolojik derece ve TNM evreleme sistemi korele bulunmus, SOX2’nin metastaz igin
prognostik bir belirleyici oldugu sonucuna varilmstir' .

Prognostik parametrelerle olan iliskiler gelecekte meme kanserinde hedefe
yonelik alternatif tedaviler icin yol gosterici olacaktir. Meme kanseri tedavisinde
SOX2’den yararlamlmast ile yeni tedavi firsatlarina bir pencere acilacagi
diisliniilmektedir. Ancak SOX2’ye yapilacak direkt bir miidahale hiicre dongiisiindeki
transkripsiyonel fonksiyon ve gorevleri acisindan birgok istenmeyen etkileri de
beraberinde getirebilir. Bu nedenle SOX2 sinyal yolaklarin1 hedefleyen tedavilerin daha
akiler ve yararli olacagl sonucuna varilmistir. Literatiirde prostat, akciger
adenokarsinomu ve oligodendrigliomlarda yapilan deneysel ¢alismalarda SOX2’yi
hedef alan yontemler kullanilmis ve olumlu sonuglar alinmistir''*'">. Ancak tedavi
temelli ileri ¢aligsmalara ihtiya¢ vardir.

Sonu¢ olarak; meme karsinomundaki prognozda O©nemli olan genlerin
belirlenmesi i¢in hala bir¢cok c¢alisma devam etmektedir. Bu arastirmalarla meme kanser
biyolojisinin anlasilmasi ve tedavinin bireysellestirilmesi amag¢lanmaktadir'*""”.

Bizim ¢alismamizda invaziv meme karsinomlu olgularin SOX2 ekspresyonu ile
klinikopatolojik parametrelerin karsilastirilmast ve SOX2 ekspresyonu ile histolojik

grade, lenf nodu tutulumu, evre, prognoz, remisyon, relaps ve genel sag kalim

arasindaki iliskinin incelenmesi amaglanmustir.

27



ohog Kalsiyum Pl3K/
Hedg Sinyal yofag Si Ak,

Ekstraselliiler
matriks

%e
-, P -~
. ':(o‘—:t%?;{.}.}?.

oI 4 1S /1 TP
i ‘ oy

X
» S " ook
T e - o

~ 08
>

=\ p

e

. Foochbacx -
N <8 Loop < B
Nikleus — (EMETES) - . e S

» | Timdrogenez

invazyon/hiicre - - i - ’[ invazyon ]
/Metastaz K&k hiicre . s
fenotipi = =Indukler
1 -inhibe eder

Sekil 3. SOX2’nin hiicre yasamindaki etkileri ve gorev aldigi yolaklar
(WNT/B-katenin, JAK/STATS3 sinyal yolaklar1 bunlardan en énemlileridir. Karsinomlarda SOX2 anahtar
rol oynayan bir transkripsiyon faktoriidiir®.)

2.5. Polimeraz chain reaksiyon (PCR) Tekniginin Temel Prensipleri

PCR teknigi, ilk olarak 1980°1i yillarda Cetus firmasi arastiricilari tarafindan
genetik hastaliklarin teshisi i¢in tanimlanmistir. Metod basitce tiipte niikleik asitlerin
uygun kosullarda cogaltilmasidir''®. Bu teknikte kalip olarak kullamilan tek ya da ¢ift
zincirli DNA molekiiliine ilave olarak, iki oligoniikleotid primer, dNTP
(deoksiriboniikleozidtrifosfat), 1siya dayanikli polimeraz enzimi ve buffer icerisindeki
magnezyum iyonlaria ihtiya¢ duyulur''"?'.

Primerler, hedef DNA'nin bilinen sekanslarina komplamenter olarak Onceden

sentezlenmis ortalama 20 baz cifti (bp) uzunlugunda olan spesifik oligoniikleotid

zincirleridir. Bu primerler ampifikasyon sirasinda DNA dizisine baglanmaktadir. ANTP
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olarak dATP (deoksiadenozintrifosfat), dGTP (deoksiguanozintrifosfat), dCTP
(deoksisitozintrifosfat), ve dTTP (deoksitimidintrifosfat) kullanilir. DNA Polimeraz
enzimi olarak ilk basta Esherichia coli DNA polimeraz I’in Klenow fragmani
kullanilmistir. Ancak kullanilan bu enzimin, DNA dubleksinin kendi dogal formunu
kaybettigi sicakliga erismeden denatiire olarak aktivitesini kisa siirede kaybetmesi
nedeniyle daha sonralar1 “Thermus aquaticus” adi verilen bir termofilik bakteri

"2 Bu enzimin 6zelligi

tirtinden elde edilen Taq polimeraz kullanima sokulmugtur
termostabil olmasidir. Bu durum, enzimin her siklusta eklenme geregini ortadan
kaldirarak reaksiyonun otomasyonunu kolaylastirmistir. Boylece teknigin, spesifitesi,
hassasiyeti bir hayli artirilabilmistir. Yine, Taqg DNA polimeraz enzimi, 6nceden
kullanilan  termolabil enzimlere oranla daha wuzun DNA fragmanlarinin
amplifikasyonuna izin vermektedir. Termolabil enzimle yaklasik 20 siklusta iirtinlerin
birikiminde bir plato mevcutken, Taq polimeraz ¢ok daha ileri sikluslarda platoya sebep
olmaktadir' .

PCR yontemi, kisaca hedef bir gen ya da DNA bolgesinin, u¢ bdlgelerine
baglanan oligoniikleotid primerler araciligiyla bir dizi replikasyon gecirerek
¢ogaltilmasi (amplifikasyon) esasina dayanir'*>'**,

PCR islemi i¢in mutlaka saf DNA kullanmaya gerek yoktur. Bir dongii sonucunda
baslangicta “n” olan DNA zincir sayis1 2n’e yiikselir. Dongiiler arka arkaya ¢ok kez
tekrarlanirken her bir dongiiniin {iriinii, bir sonrakinde kalip olarak kullanildig: i¢in her
dongiide hedef DNA segmentinin miktar1 2 katina ¢ikar. Boylece ¢ok az miktarda
DNA’nin kisa zamanda milyonlarca hatta milyarlarca kopyasini elde etmek miimkiin
olur'®.

PCR tekniginde reaksiyon termal dongiilerle gerceklesmektedir. DNA’nin ¢ift
sarmal yapisin1 ayirmak i¢in yiiksek bir sicaklik uygulanmakta ve ardindan primerlerin
kalip DNA’ya baglanmasi i¢in sicaklik 72°C civarina (polimeraz enziminin optimum
aktivite gosterdigi sicaklik) diisiiriilerek polimeraz enziminin ortamdaki dNTP’leri
kullanarak primerleri uzatmasi saglanmaktadir. Yeni DNA sentezinden sonra ayni
primerler serbest kalarak tekrar kullanilabilmektedir. Boylece DNA’nin logaritmik

olarak siirekli amplifikasyonu saglanabilmektedir'?.
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2.5.1. PCR’da Temel Asamalar:

2.5.1.1. Denatiirasyon:

DNA molekiiliiniin ¢ift zincirli yapisinin yliksek sicaklik yardimiyla birbirinden
ayrildi1 asamaya denatiirasyon asamasi denir. Ilk denatiirasyon tek dongii olarak 15
dakikaya kadar uygulanir. Bu basamakta PCR reaksiyonu iginde yer alan cift zincirli
kalip DNA’nin birbirinden ayrilmasi saglanir. Daha sonraki dongiilerde 94-95 °C’de
0,5-2 dakika denatiirasyon yeterlidir'*’ (Sekil 4).

2.5.1.2. Baglanma (Annealing):

Denatiirasyonu takiben daha diisiik sicakliklarda oligoniikleotid primerlerin (ileri
ve geri primerler), ayrilmis olan tek zincirli DNA {izerinde kendi eslenikleri olan
bolgelere baglandig1 asamadir. S6z konusu primerler hedef DNA’nin her iki zincirinde
spesifik bir bolgenin komplementeridir. Baglanma c¢ogunlukla 47°C- 60°C arasinda 30-
60 sn’de gercgeklesir. Baglanma sicakligi primerlere baghdir. Uygun olan yapisma
sicakligl, amplifikasyon primerlerinin erime sicakligi (Tm) dikkate alinarak hesaplanir.
Erime sicakligt (Tm), ¢ift zincirli DNA’nin tek zincirli DNA’ya doniisiimiiniin
%S50’sinin tamamlandig sicaklik noktasi olarak tanimlanir. Erime sicakligini etkileyen
faktorler esas olarak 6rnegin toplam kiitlesi ve konsantrasyonudur.

Tm i¢in Onerilen pek ¢ok hesaplama metodu mevcut olmakla birlikte optimal Tm
degeri, en 1yi deneysel olarak belirlenebilir. Yine Tm degeri hesaplama metodu

secilirken primerin baz biiyiikligii de dikkate alinir'®.

2.5.1.3. Uzama (Extension):

Zincir uzamasi Taq polimerazin aktivitesinin en yiiksek oldugu 70-75°C arasinda
gerceklestirilir. Genelde sicaklik Taq polimeraz enziminin optimum faaliyet gosterdigi
72°C’ye kadar arttirilarak DNA polimeraz enziminin tamamlayict DNA zincirini

uzatmast saglanir. Uzama basamagmin siiresi kullanilan polimerazin cinsine ve
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amplifiye edilecek DNA’nin uzunluguna goére 30 sn ile 3 dakika arasinda

degismektedir.

mw«bwmmm@w | Asama:Denatorasyon
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Sekil 4. PCR’da temel asamalar

2.5.2. Real Time PCR (RT-PCR)

Molekiiler genetik alaninda devrim niteligi tasiyan PCR teknigi daha sonraki
yillarda PCR reaksiyonlarinda sicaklik dongiileri saglamak icin kullanilan cihazlarin
(thermocycler) hassas Ol¢lim aletleriyle birlestirilmesi ile real-time PCR olarak
adlandirilan yeni bir yontemin gelismesine neden olmustur. Real-time PCR; reaksiyon
esnasinda her bir PCR siklusunda yeterli miktarda {iriiniin verdigi floresans 1s18a gore
calisip reaksiyonu asama asama sonuna kadar olusan {iriinii kontrol eden bir sistemdir.

Geleneksel PCR’in uygulama alanlarimi arttirrken PCR’la iliskili pek ¢ok
laboratuvar sorununa da ¢oziim getirmistir. Bu yontem sayesinde DNA ve RNA
ornekleri kalitatif ve kantitatif olarak kisa siirede analiz edilebilmekte ve ¢ok sayida
ornek son derece az bir kontaminasyon riskiyle giivenle calistlabilmektedir'>®.

RT- PCR’da iirlinlerin analizi reaksiyon sirasinda yapilmaktadir. Bu nedenle
klasik PCR tekniginde ihtiya¢ duyulan agaroz jel elektroforezi, DNA bantlarinin mor

otesi 151k altinda goriintiilenmesi gibi islemlerin uygulanmasina gerek kalmamaktadir.
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RT-PCR iiriinlerinin kalitatif ve kantitatif analizlerinde, diziye 6zgiin olmayan
floresan boyalardan ya da diziye 6zgiin problardan yararlanilmaktadir. Boylece sonuclar
aninda alinmakta, kontaminasyon riski azalarak tiim islemler otomatik olarak devam
etmektedir'®’.

RT-PCR niikleik asitlerin miktarlarinin belirlenmesinde giinlimiizde yaygin olarak
kullanilan bir metotdur. RT-PCR’da olusan iiriin miktar1 reaksiyon boyunca olusan iiriin
miktariyla orantili olarak artan floresan boyanin verdigi sinyalin izlenmesiyle
belirlenir'. Reaksiyon siiresince gelisen amplifikasyon ve buna bagli olarak artan
floresan: bilgisayar monitériinden takip etmek miimkiindiir'®'. Dolayisiyla RT-PCR’da
polimeraz zincir reaksiyonu boyunca her amplifikasyon dongiisiinde ¢ogalan DNA
miktar1 ile paralel olarak artis gosteren floresans sinyaller toplanmakta ve bu sinyaller
her bir 6rnek igin sayisal degerlere gevrilmektedir''*'*2,

Kalip molekiil amplifikasyonunu goriiniir hale getiren ve monitorize edebilen
floresan isaretli prob ve boyalarin kullanildigi RT-PCR degisik kaynaklarda “kinetik
PCR”, “homojen PCR”, <“kantitatif real-time PCR” gibi c¢esitli adlarla da
anilmaktadir'™.

RT-PCR, gen klonlama c¢aligmalarinin yani sira teshis, tanimlama ve gen
ekspresyon analizlerinde de kullanilanilabilmektedir. Bugiin bir¢ok arastirma ve tani
laboratuvarlarinda kullanilan ¢ok ¢esitli real-time PCR cihazlar1 mevcuttur. Bu cihazlar
birbirlerinden reaksiyon sayist kapasiteleri, eksitasyon-emisyon dalga boylarindaki
farkliliklari, hizlar1 ve kanal sayilari ile ayrilirlar. Ticari olarak piyasada karsilagilan en
yaygin real-time PCR sistemleri; “Applied Biosystems 7700, Bio-Rad 1QS5, Corbett
Rotor-Gene, Eppendorf Mastercycler Realplex, Stratagene M x 3000p, Roche

LightCycler’dur.
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2.5.3. Amplifikasyon Uriinlerinin Real-Time PCR’da Tespiti

RT-PCR’da olusan fiiriinii, verdigi floresans sayesinde raporlayan bir raportore
ihtiya¢ vardir. Raportdr, meydana gelen iiriin miktarin1 yansitan bir floresans sinyal
olusturmaktadir. Ik déngiiler sirasinda bu sinyal zayiftr. Uriin miktar1 arttikca sinyal
miktar1 da artis gosterir ve bu artis {istel olarak devam eder. Daha sonra bu artis sona
erer ve doygunluk seviyesine ulagir'"* "3

Bu teknikte reaksiyonun her bir dongiisiinde reaksiyon boyunca artan ve elde
edilen PCR iiriiniiyle paralellik gosteren floresans ol¢iimil i¢in, ¢ift zincirli DNA’ya
baglanan boyalar veya floresans 1s1ma yapan diziye 6zgii problardan faydalanilir'®'"'%.
Bu amagla kullanilan farkli tip boyalar mevcuttur. Ancak hangi tip boya kullanilirsa
kullanilsin bu boyalarin oncelikle; ¢ift zincirli DNA’ya baglandiginda artan floresans
sinyal vermesi ve PCR reaksiyonunu inhibe edecek herhangi bir 6zellik gostermemesi
gerekir. Cift zincirli DNA’ya spesifik boyalara 6rnek olarak; SYBR Green, Eva Green,
BEBO, YOYO-1, TOTO-1 verilebilir ancak bu boyalar icerisinde en yaygin kullanima

sahip olan boya SYBR Green’dir'"’.

2.5.4. Real Time PCR’In Temel Fazlari

Real Time PCR’da iirlin miktar1 arttik¢a olusan sinyal miktar1 da artmakta ve bu
artig iissel olarak devam etmektedir. Bir siire sonra bu artis sona ererek doygunluk
seviyesine ulagsmaktadir. Dolayisiyla tipik bir real time PCR’da temel 3 fazdan soz
etmek mimkiindiir. Her bir dongiide {iriin miktarimin iki katma ¢iktig1 faz
“eksponansiyel faz”, reaksiyon komponentlerinin tiikenmeye basladigi, reaksiyonun
yavasladigi ve driinlerin degrade olmaya basladigi faz ise “linear faz” olarak
adlandirilir. Reaksiyonun durdugu, daha fazla iirliniin olugmadigi ve uzun siire bu
safhada kalindiginda PCR iiriinlerinin degrade oldugu faza ise “plato faz1 (end point)”
denilmektedir''*"*! (Sekil 5).

Tipik bir real time PCR calismasinda tiim orneklere ait cevap egrileri ayni
asamada doygunluk seviyesine ulasir. Orneklerin cevap egrilerini belli bir esik floresans
sinyal seviyesine ulastirmak icin gerekli amplifikasyon dongiilerinin sayisi
karsilastirilarak farklar1 belirlenir. Esik degere ulasmak igin gerekli dongii sayisi Ct

(threshold cycle=esik dongii degeri) degeri olarak adlandirilir'"”.
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Sekil 5: Real Time PCR’da cevap eérisim.

2.5.5. Real Time PCR’da Kantitatif Analiz

Real time PCR’da kantitatif sonuglar elde edilmesi amaci ile iki metod kullanilir.
Bu metodlar; “standart kurve metodu” ve “orantili Ct degeri metodu”dur Standart kurve
metodunda kalip DNA’nm seri diliisyonlar1 hazirlanirken orantili Ct degeri metodunda
buna ihtiyag yokturm. Ancak standart kurve metodu ile ¢ok kiiglik miktardaki

orneklerle analizi yiiriitme sansi vardir'',

2.5.5.1. Standart Kurve Metodu:

Bu metodda hedef niikleik asit molekiiliiniin (RNA, cDNA vs.) seri diliisyonlarina
ait logaritmik konsantrasyon degerlerine karsi elde edilen Ct degerleri kullanilarak
standart bir egri olusturulur. Daha sonra bu ¢izilen egri, hedef niikleik asit molekiiliiniin
miktarin1 anlamlandirmak iizere referans olarak kullanilir. Standart egri bize, log RNA
veya DNA’min baslangi¢ miktarlari arasindaki iliskiyi lineer bir grafik olarak sunar'™.
Boylece elde edilen bu kurve sayesinde konsantrasyonu bilinmeyen ornegin Ct degeri

bulunarak konsantrasyonu tespit edilebilir.
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2.5.5.2. Orantili CT Degeri Metodu:

Real time PCR’da kantitatif sonuglarin elde edilmesi icin kullanilan diger bir
metod orantili CT metodudur. Bu metod Orneklerin Ct degerlerinin bir kontrol (veya
kalibratér) ile kiyaslanmasi temeline dayamr. Bu metod 2*“" metod olarak da
adlandirilmaktadir. S6z konusu deger su esitlikle ifade edilir;

ACT=AC 1 smek — AC T referans

Burada; ACT ornek; endojen bir housekeeping gene gore normalize edilmis
herhangi bir 6rnege ait CT degeri, ACT referans; endojen bir housekeeping gene gore
normalize edilmis kontrole (veya kalibrator) ait CT degeridir. AACT degerinin gecerli
olmasi i¢in hedef molekiiliin amplifikasyon etkinligi ile gegerli referansin amplifikasyon

etkinliginin esit olmas1 gerekmektedir'*.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Olgu Se¢imi:

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Anabilim Dali’nda 2004-2013 yillart
arasinda invaziv meme karsinomu tanisi alan ve tamami kadinlardan olusan 99 olgu
calisma igin secildi. Bu olgulardan 47’si invaziv duktal karsinom, 8’i invaziv lobiiler
karsinom, 42’si invaziv+in situ duktal karsinom, 2’si invaziv-+insitu lobiiler karsinom
idi. Olgularin tiimiine hastanemizde veya dis merkezde biyopsi sonrasi cerrahi eksizyon
prosediirleri uygulanmisti. Formaldehit fiksasyonlu, parafine gomiilii bloklardan elde
edilen Hematoksilen Eozin (H&E) boyali lamlar arsivden ¢ikarilip, yeniden
degerlendirildi. Immiinohistokimya ve RT-PCR ydntemleri icin invaziv karsinom
alanlarindan zengin en uygun bloklar segildi.

Olgularin anamnez, tani tarihleri, hormon reseptor durumlari, evre, lenf nodu
tutulumlarinin  durumu, remisyon, relaps durumlari ve takip siireleri hastanemiz
otomasyon sisteminden, Onkoloji Bilim Dali hasta takip dosyalarindan ve telefon

araciligi ile kendilerinden ya da yakinlarindan 6grenildi.

3.2. Etik Kurul

TTU20142719 protokol numarali projemiz, 9 Mayis 2014 tarihli toplantinin 4
nolu karari ile belirtilen yazi ile Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel

Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan onaylanmstir.

3.3. Yontem

3.3.1. RT-PCR Yéntemi

Olgularin parafin bloklarindan hazirlanan kesitler 1,5 ml eppendorf tiipiine
kontaminasyon olmamasi i¢in su sekilde alindi: once kesit yapilan mikrotom cihazi

hipolu gazli bez ile silindi. Sonra temiz bir gazli bez ile kurulandi. Parafin dokudan 10
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um’lik 3-5 adet ince kesit yapildi. Kesitler steril kiirdan yardim ile 1,5 ml’lik DNase-
RNase eppendorf tiipline konulup asagidaki islemler sirasiyla yapildi.

3.3.1.1. Deparafinizasyon

Parafin dokudan elde edilen 10 um biiylikligiinde kesitler 1,5 ml’lik eppendorf
tiipiine alind1. 800 pl Ksilen eklenip, ¢ok kisa siireli araliklarla vortekslendi. Uzerine
400 pl Absolii Etanol eklendi ve vortekslendi. 13.200 rpm ‘de 2 dk santrifiij edildi ve
pellete zarar vermeden siipernatant atildi. Absolii Etanol kalintisini almak igin spin
down vyapilip pipetle iyice ependorf tiipiindeki sivi alindi. Etanol kalintisindan
kurtulmak igin tiipiin agz1 kagit havluya dokunduruldu. Pelleti kurutmak i¢in tiipiin
kapagi agik olacak sekilde 55 °C sicaklikta 10 dk bekletildi. RNA izolasyon

protokoliiniin 1. basamagina geg¢ildi.

3.3.1.2. RNA izolasyon Basamaklari

Deparafinizasyonu tamamlanan doku parcast temiz bir 1,5ml’lik eppendorf
tiipiine alind1. Uzerine 100 ul RNA Tissue Lysis Buffer, 16 ul % 10 SDS ve 40 ul
Proteinaz K eklendi. Karisim vortekslendi ve spin yapildi. 600 rpm’de calkalanarak 85
°C sicaklikta 30 dk bekletildi. Siire sonunda tiip spin yapildi ve 55 °C sicakliga diismesi
beklendi. 80 ul Proteinase K eklendi. Karisim vortekslendi ve spin yapildi. 600 rpm’de
calkalanarak 55 °C sicaklikta 30 dk bekletildi. 325u1 RNA Binding Buffer ve 325 ul
absolii etanol eklendi. Karisim vortekslendi ve High Pure Filtreli tiiplere alindi, altina
High Pure Collection Tiip konuldu. Ardindan 8000 rpm’de 30 sn santriftij edildi.
Collection tiip degistirildi. Filtrenin kurumast i¢in 8000 rpm‘de 2 dk santriftij edildi.
100 pl DNaz working solution eklenip oda sicakliginda 15 dk bekletildi. 500 pul Wash
Buffer 1 eklendi. 8000 rpm‘de 20 sn santrifiij edidi. 500 ul Wash Buffer 2 eklenip 8000
rpm’de 20 sn santrifij edildi. Filtrenin kurumasi i¢in 13200 rpm‘de 2 dk santrifiij edildi.
Ardindan High Pure Filtreli tiipiin altina temiz bir eppendorf tiip konuldu. 25-50 pl arasi
Elution Buffer eklendi ve oda sicakliginda 1 dk bekletildikten sonra 8000 rpm’de 1 dk
santrifiij edildi ve boylece total RNA eldesi ger¢eklesmis oldu.
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3.3.1.3. ¢ DNA Sentez Asamasi:

[k asamada; 9 pl total RNA, 2 pl Random Hexamer Primer, 2 pl PCR Grade
water karistirildi. Bu karisim thermal cyclerda, 65°C’de 10 dk isleme alind1. 2. asamada
ise; 4 pl transcriptor revers reaksiyon buffer, 0,5ul koruyucu RNAaz inhibitor, 2pl
deoksiniikleotid miks, 0,5 pl transkriptor revers transkriptaz karisimi 1. asamadaki {irtin
ile birlestirildi. Karisim thermal cyclerla 29 °C’de 10 dk, 48 °C’de 60 dk, 85 °C’de 5 dk

isleme alindi ve cDNA sentezi tamamlandi.

3.3.1.4. RT-PCR Asamasi

(Calismada referans gen olarak B Aktin kullanilmistir. 1 pl primer & probe (real
time ready) , 10 ul probe master, 4 ul grade water protokoliine her bir 6rnek igin 5’er pl
cDNA eklendi ve Roche Cobas 450 real-time cihazi ile ¢alisma yapildi. Elde edilen
degerler i¢in orantili CT metodundaki formiiller kullanildi. Kalibrasyon belirlenerek
olgularin sonuclar1 ekspresyon olup olmamasia goére degerlendirildi. Referans gen ve

hedef gen ekspresyon egrileri Sekil 8, Sekil 9, Sekil 10, Sekil 11°de gosterilmistir.

3.3.2. Manuel immiinohistokimya Calisma Yéntemi

3.3.2.1. Dokularin Hazirlanmasi

Calisma grubuna almman %10 luk formaldehit tespitli dokularin parafin
bloklarindan 4-5 mikronluk kesitler hazirlandi. Kesitler 60 °C’lik 1sida etiivde 30-45
dakika arasi siirede iizerindeki parafin eriyene dek bekletildi. Kesitler, ayni etiiv
igerisindeki ksilollii sale icerisinde 10 dakika tutuldu. Etiivden ¢ikarilan kesitler oda
is1sindaki, igerisinde ksilol buluna ii¢ ayr1 sale sonra % 95 alkol bulunan ii¢ ayr1 salede
beser dakika tutularak distile suda iyice yikanarak deparafinizasyon islemi tamamlandi.
Endojen peroksidaz aktivitesini bloke etmek icin % 3’lik H>O, (hidrojen peroksit)’in
distile sudaki soliisyonunda 5 dakika inkiibe edildi.
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3.3.2.2. Boyanma Asamalari

Lamlar igerisinde sitrat buffer soliisyonu (pH 6) bulunan mikrodalgaya dayanikli
Ozel salelerde siralanarak Beko marka 1550 model mikrodalga firinda medium
konumunda yediser dakika 3 kez cevrilerek inkiibe edildi. Daha sonra oda 1sisina
almarak 40-45 dakika sogumaya birakildi. pH 7,2-7,4 PBS (0,01M Phosphate Buffer
Saline)‘de 3-5 dakika yikandi. Doku cevresi silinerek dokular nemli bir ortamda yatay
konularak tizerine PAB (primary antibody); Mouse monoclonal Anti-SOX2 Antibody
(57CT23.3.4) damlatildi. PBS’de 3-5 dakika yikandi. Kesit ¢evresi silindikten sonra
sekonder antibody (biotinli) damlatilarak 20 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. PBS’de
3-5 dakika yikandi. Kesit ¢evresi silindikten sonra Peroxidase-strept avidin damlatilarak
30 dakika oda 1s1sinda inkiibe edildi. PBS’de 3-5 dakika yikandi. Kesit ¢evresi silindi.

Daha sonra AEC kromojen damlatildi. 5-20 dakika sonra mikroskop altinda
boyanma olup olmadigi kontrol edilerek dokular c¢esme suyuna alindi. Mayer
Hematoksilende 1-3 dakika zemin boyamasi yapildi ve ¢esme suyunda 3-5 dakika

yikandi. Kesit ¢evresi silindi ve su bazli kapatma maddesi (Dako) ile kapatildu.

3.3.2.3 immiinohistokimya Skorlama Metodu

Immiinohistokimyasal ¢alismada pozitif kontrol olarak akciger skuamdz hiicreli
karsinomu kullanilmig ve niikleer boyanma pozitif kabul edilmistir. SOX2’nin
pozitifligi semikantitatif bir metod uygulanarak degerlendirilmistir. Buna gore; boyanan
timor hiicresi yoksa skor 0, % 1-4 SOX2 pozitif tiimor hiicresi varsa skor 1, % 5-49
SOX2 pozitif tiimor hiicresi varsa skor 2, > %50 SOX2 pozitif tiimor hiicresi varliginda
olgular skor 3 olarak degerlendirilmistir. Cut-off degeri % 1 veya % 5 olarak alinmustir.

3.3.3. istatiksel Analiz:

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS 17,0 paket programi kullanildi. Kategorik
Ol¢timler say1 ve yiizde olarak, siirekli dlglimlerse ortalama ve standart sapma (gerekli
yerlerde ortanca ve minimum - maksimum) olarak 6zetlendi. Kategorik degiskenlerin

karsilastirilmasinda Ki Kare test ya da Fisher test istatistigi kullanildi. Gruplar arasinda
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stirekli ol¢imlerin karsilastirilmasinda dagilimlar kontrol edildi, parametrik dagilim 6n
sart varsayimi saglayan degiskenler i¢in Student T test, parametrik dagilim 6n sart
varsayimi saglamayan degiskenler de Mann Whitney U testi kullanildi. Sag kalim egrisi
icin Kaplan Mayer yontemi ve gruplar arasindaki sag kalim farkliliklarini hesaplamak
icin Long-rank testi uygulandi. Degiskenler arasindaki korelasyon Spearman’nin
korelasyon katsayist ile belirlendi. Tiim testlerde istatistiksel dnem diizeyi (p degeri)

0,05 olarak alindi.
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4. BULGULAR

4.1. Olgularin Demografik Dagilimi:

Bu calismaya Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Anabilim Dalinda 2004-2013
yillar1 arasinda meme karsinomu tanisi alan tamamu kadinlardan olusan 99 olgu
secilmistir. Degerlendirmeye aldigimiz 99 olguda en geng hasta 23, en yash hasta 83
yasinda olup ortalama yas 52,7°dir. Bu olgulardan 47’si (% 47,5) invaziv duktal
karsinom, 42’si (% 42,4) invaziv duktal karsinom+ in situ duktal karsinom, 81 (% 8,1)
invaziv lobiiler karsinom, 2’si (% 2) invaziv lobiiler karsinom+ in situ lobiiler
karsinomdur. 89 olguda (% 89,9) duktal tip, 10 olguda (% 10,1) lobiiler tip karsinom
vardir (Resim 1, Resim 2).

44 olguda (% 44.,4) sag, 54 olguda (% 54,5) sol, lolguda (% 1,1) hem sag hem de
sol memede tiimor saptanmistir. 14 olguda (% 14,1) multifokalite mevcuttur.

Tiim olgulara lenf nodu diseksiyonu yapilmistir. 74 olguda (% 74,7) lenfovaskiiler
invazyon izlenmis, 77 olguda (% 77,8) da lenf nodu metastazi saptanmistir. 22 olguda
(% 22,2) lenf nodu metastaz1 goriilmemistir. 18 olguda (% 18,2) uzak metastaz
mevcuttur.

En kiigiik timor capt 1 cm, en biiyiik ¢ap ise 8,3 cm olup ortalama c¢ap 2,4 cm’dir.
38 olgu (% 38,4) T1, 54 olgu (% 54,5) T2, 6 olgu (% 6,1) T3 ve 1 olgu (% 1) T4 diir.

Calismamizda TNM evreleme sistemi kullanilmis, buna gore 6 olgu (% 6,1) Evre
I, 23 olgu (% 23,2) Evre IIA, 19 olgu (% 19,2) Evre 1IB, 24 olgu (% 24,3) Evre IIIA, 5
olgu (% 5,1) Evre IIIB, 4 olgu (% 4) Evre IIIC, 18 olgu (% 18,2) Evre IV olarak
belirlenmistir. Yirmi dokuz olgu (% 29,3) erken evre, 52 (% 52,5) olgu lokal ileri evre
ve 18 olgu (% 18,2) metastatik evre olarak gruplandirilmustir.

Olgular modifiye Bloom-Richardson derecelendirme sistemiyle histolojik
derecelerine gore gruplandiginda; 58°1 (% 58,6) niikleer derece (Grade) 11, 41°1 (% 41,4)
niikleer derece (Grade) III” diir.

Tan1 aninda immiinohistokimyasal yontemle uygulanan hormon reseptorleri ER,
PR, Cerb-B2 ve bazal belirte¢ ekspresyonlarina gore olgular subtiplerine ayrilmistir. 12
olguda (% 12,1) ER negatif, 87 olguda (% 87,9) pozitif saptanmistir. 29 olguda (%
29,3) PR negatif, 70 olguda (% 70,7) PR pozitiftir. Cerb-B2, 73 olguda (% 73,7) pozitif,
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26 olguda (% 26,3) negatif bulunmustur. iki olguda hormon reseptorleri negatif olup,
bazal belirteclerle boyanma saptanmistir. Buna gore; 26 olgu (% 26,3) Luminal A, 63
olgu (% 63,6) Luminal B, 8 olgu (% 8,1) Cerb-B2 eksprese eden tip, 2 olgu (% 2) bazal
benzeri tip olarak smiflandirilmustir.

Bu calismada Ki 67 i¢in esik deger % 15 olarak alinmistir. 29 olgu (% 29,3)
diisiik, 70 olgu (% 70,7) yiiksek Ki 67 proliferasyon indeksine sahiptir.

Olgularin takip siireleri en az 9,5 ay, en ¢ok 123,7 ay olup ortalama 57,6 aydir. 61
olguda (% 61,6) remisyon, 24 olguda (% 24,2) relaps izlenmistir. Calisma baslangicinda
83 olgu (% 83,7) sag olup, 16 olgumuz (% 16,2) eks olmustur. Eks olan toplam 16
olgunun 9’u (% 56,2) tan1 aninda metastatik, 6’s1 (% 37,5) lokal ileri evrededir.

Normal meme dokusuna sahip kontrol grubunun tamaminda SOX2 ile boyanma
goriilmemistir.

Immiinohistokimyasal yontemle uygulanan SOX2; 29 olguda (% 29,3) skor 1, 30
olguda (% 30,3) skor 2, 19 olguda (% 19,2) skor 3 olarak degerlendirilmis, 21 olguda
SOX2 ile (% 21,2) hi¢ boyanma izlenmemistir (Resim 3- Resim 7).

RT-PCR yontemiyle 78 olguda (% 78,8) SOX2 ekspresyonu saptanmis, 21 olguda
(% 21,2) ve kontrol grubunda SOX2 ekspresyonu izlenmemistir. Hesaplanan AACT
degerlerine gore 17 olguda (% 17,2) yiiksek, 61 olguda (% 61,6) diisiik ekspresyon
saptanmis, 21 olguda (% 21,2) ekspresyon goriilmemistir (Sekil 8, Sekil 9, Sekil 10,
Sekil 11).

Verilerin demografik dagilim tablosu Tablo 11°de verilmistir.

Tablo 11: Verilerin demografik dagilim tablosu.

n %
Tam
invaziv duktal karsinom 47 47,5
invaziv lobuler karsinom 8 8,1
In-situduktal+invaziv duktal karsinom 42 42,4
n-situ lobuler+invaziv lobuler karsinom 2 2,0
Subtip
LuminalA 26 26,3
LuminalB 63 63,6
HER2 8 8,1
Bazal benzeri 2 2,0
Lenfovaskiiler invazyon
Yok 25 25,3
Var 74 74,7
Lenf nodu Metastazi
Yok 22 22,2
Var 77 77,8
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Tablo 11 devami

Uzak Metastaz

Yok 81 81,8
Var 18 18,2
T

T1 38 38,4
T2 54 54,5
T3 6 6,1
T4 1 1,0
N

NO 22 22,2
N1 38 38,4
N2 25 25,3
N3 14 14,1
M

MO 81 81,8
M1 18 18,2
Evre

EVREI1 6 6,1
EVRE2A 23 23,2
EVRE2B 19 19,2
EVRE3A 24 24,2
EVRE3B 5 5,1
EVRE3C 4 4,0
EVRE4 18 18,2
ER

Negatif 12 12,1
Pozitif 87 87,9
PR
Negatif 29 29,3
Pozitif 70 70,7
cerbB2
Negatif 26 26,3
Pozitif 73 73,7
Ki-67

Diisiik 29 29,3
Yiiksek 70 70,7
SOX2 ihk*

Skor 0 21 21,2
Skor 1 29 29,3
Skor 2 30 30,3
Skor 3 19 19,2
SOX2 RT-PCR
Var 78 78,8
Yok 21 21,2
AACT
Ekspresyon yok 21 21,2
Diisiik ekspresyon 61 61,6
Yiiksek Ekspresyon 17 17,2
Hastalik durumu
Remisyon 61 61,6
Relaps 24 24,2
Yagtyor hastalik var 6 6,1
Son durum

Sag 83 83,8
Eks 16 16,2

*ihk: immiinohistokimya
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4.2. immiinohistokimyasal ve RT-PCR ile elde edilen SOX2 Ekspresyonunun

Klinikopatolojik Parametrelerle Karsilastirilmasi:

Yas: SOX2; < 50 yas olgularin 30’unda (% 38,5) pozitif, 6’sinda (% 28,6)
negatif saptanmistir. > 50 yas olgularin 48’inde (% 61,5) SOX2 ekspresyonu

goriilmiistiir. Yas ile SOX2 ekspresyonu arasinda anlamh iliski saptanmamistir

(p=0,454) (Tablo 12).

Tablo 12: SOX2 (+) ligi ile olgularin yasinin dagilim ve karsilagtiriima sonuglari

SOX2(-) SOX2(+)

n % n % P degeri
Yas
<50 6 28,6 30 38,5
>50 15 71,4 48 61,5 0,454

Tiimor capi: SOX2 ekspresyonu < 2cm olgularin 33’iinde (% 42,3) goriilmiis
olup, 13’linde (%61,9) negatif bulunmustur. Tiimor ¢ap1 ile SOX2 ekspresyonu arasinda
istatistiksel olarak anlamli iliski saptanmamistir (p=0,141) (Tablo 13).

Tablo 13: SOX2 (+) ligi ile olgularin tiim6r ¢capinin dagilim ve karsilastirilma sonuglari

SOX 2 () SOX2(+)

n % n % P degeri
Tiimér Capi
<2cm 13 61,9 33 42,3
> 2cm 8 38,1 45 57,7 0,141

Histolojik tip: Duktal karsinomlu olgularin 69’unda (% 88,5), lobiiler karsinom
tanili olgularin 9’unda (% 11,5) SOX2 ekspresyonu goriilmiistiir. Histolojik tam ile
SOX2 skorlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski saptanmamistir (p=0,684)

(Tablo 14).

Tablo 14: SOX2 (+) ligi ile olgularin tiimor capinin dagilim ve karsilastirilma sonuglari

SOX 2 (-) SOX 2 (+)

n % n % P degeri
Histolojik tip
Duktal 20 95,2 69 88,5
Lobiiler 1 4,8 9 11,5 0,684
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Grade: SOX2 ekspresyonu; 58 grade II olgusunun 43’tinde (%55,1), 41 grade 111
olgusunun 35’inde (%44,9) saptanmis ancak olgularin grade’leri ile SOX2 ekspresyonu
arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki bulunamamstir (p=0,457) (Tablo 15).

Tablo 15: SOX2 (+) ligi ile olgularin gradelerinin dagilim ve karsilastiriima sonuglarn

SOX 2 (-) SOX 2 (+)

n % n % P degeri
Grade
Grade 2 15 71,4 43 55,1
Grade 3 6 28,6 35 44,9 0,457

Subtip: Luminal A olgularin % 24,4’tinde (n=19), Luminal B olgularin %
69,2’sinde (n=54), Her2 eksprese eden grubun % 6,4’linde (n=5) SOX2 ile pozitif
boyanma saptanmistir. SOX2 ile subtipler arasindaki iliski istatistiksel olarak anlaml

bulunmustur (p=0,018) (Tablo 16).

Tablo 16: SOX2 (+) ligi ile subtiplerin dagilim ve karsilagtiriima sonuglan

Subtip SOX2 (+) SOX2 (-) P Degeri
n % n %
Luminal A 19 24.4 28,6
Luminal B 54 69,2 10 47,6 0,018
Her2 eksprese eden 5 6,4 3 14,3
Bazal benzeri 0 0 2 9,5
pT: sistemindeki siniflandirmasina  goére  timor

gruplandirildiginda; timor capr kiiglik olan olgularin SOX2 skorlar1 daha diisiik
saptanmistir. pT ile SOX2 skorlar1 arasinda istatistiksel olarak anlaml iligki

bulunmustur (p=0,011) (Tablo 17).
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Tablo 17: SOX2 skorlari ile pT’nin dagilim ve karsilastirilma sonuglari

Skor 0 Skor 1 Skor 2 Skor 3 P

n %0 n %0 % n % degeri
pT
Tl 11 52,4 13 448 | 6 20 42,1
T2 10 47,6 11 379 | 23 76,7 | 10 52,6 0.011
T3 0 0 5 173 | 1 3,3 0 0 ’
T4 0 0 0 0 0 0 1 5,3

Lenfovaskiiler invazyon: SOX2 (+) olan olgularin 64’tnde (% 82,1)

lenfovaskiiler invazyon mevcuttur. SOX2 ekspresyonu ile lenfovaskiiler invazyon

arasindaki iliski istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,005) (Tablo 18).

Tablo 18: SOX2 (+) ligi ile lenfovaskiiler invazyonun dagilim ve karsilagstirma sonuglari

SOX2 (-) SOX2 (+)
LVi* n % n % p
Yok 11 52,4 14 17,9
0,005
Var 10 47,6 64 82,1

*lenfovaskiiler invazyon

Lenf nodu metastazi (pN): Nodal metastazi olan toplam 77 olgunun 67’sinde (%
85,9) SOX2 ekspresyonu mevcuttur. Lenf nodu metastazi ile SOX2 ekspresyonu
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmistir (p=0,038) (Tablo 19).

Tablo 19: SOX2 (+) ligi ile lenf nodu metastazinin dagihm ve karsilastirma sonuglari

SOX2 (-) SOX2 (+) P degeri
Lenf Nodu Metastazi
Yok 11 52,4 11 14,1
Var 10 476 67 85.0 0,038

Uzak metastaz (M): Uzak metastazi olan toplam 18 olgunun 10’u (% 34,5) skor
1, 5’1 (% 16,7) skor 2, 1’1 (%5,3) skor 3 SOX2 pozitifligi gostermis; 2 (% 9,5) olguda

SOX2 ile boyanma goriilmemistir. Uzak metastaz varligi ile immiinohistokimyasal
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SOX2 skorlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski gézlenmistir (p=0,038) (Tablo

20).
Tablo 20: SOX2 (+) ligi ile uzak metastazin dagilim ve karsilastirma sonuglar
Skor 0 Skor 1 Skor 2 Skor 3 P
n %0 n Yo n| % n % degeri
Uzak metastaz
M1 2 9,5 10 34,5 5 16,7 |1 5,3 0.038
MO 19 90,5 19 65,5 25 83,3 | 18 94,7 ’

Klinik Evre: SOX2 ekspresyonu; Evre I olgularin 1’inde (% 1,3), Evre II
olgularin 32’sinde (% 41), Evre III olgularin 29’unda (% 37,2) ve Evre IV olgularin
16’sida (% 20,5) saptanmis, olgularin klinik evreleri ile SOX2 ekspresyonu arasindaki
iliski istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,015). Erken evre 29 olgunun 18’inde
(% 23,1), lokal ileri evre olgularin 44’iinde (% 56,4) ve metastatik olgularin 16’sinda
(% 20,5) SOX2 ekspresyonu goriilmiistiir. Aralarindaki iliski istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p=0,030) (Tablo 21).

Tablo 21:SOX2 (+) ligi ile olgularin evrelerinin kargilagtirilmasi

SOX2 (-) SOX2 (+) P degeri
EVRE
Evre 1 5 23,8 1 1,3
Evre 2 10 47,6 32 41,0
Evie 3 4 19,0 29 372 0,015
Evre 4 2 9,5 16 20,5

SOX2 (-) SOX2 (+) P degeri
EVRE
Erken evre 11 52,4 18 23,1
Lokal ileri evre 8 38,1 44 56,4 0,030
Evre 4 2 9,5 16 20,5

HR durumu_ve proliferasyon indeksi: olgularin ER, PR, Cerb B2 hormon

reseptor durumlart ile SOX2 ekspresyon varligi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
iliski goriilmemistir. (sirasiyla p=0,275, p=0,788, p=0,159). Ki 67 proliferasyon indeksi
yiiksek olan 70 olgunun 69’unda (% 88,5) SOX2 ekspresyonu pozitif bulunmus, SOX2
ekspresyonu ile ki 67 proliferasyon indeksi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski

saptanmistir (p=0,0001) (Tablo 22).
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Tablo 22: SOX2 (+)ligi ile hormon reseptor durumu ve ki 67 indekslerinin karsilagtiriimasi

SOX2 (-) SOX2 (+) P degeri
ER
Negatif 3 14,3 9 11,5
Pozitif 18 85,7 69 88,5 0,275
PR
Negatif 6 28,6 23 29,5 0.788
Pozitif 15 71,4 55 70,5 ’
CerbB2
Negatif 9 42,9 17 21,8 0.159
Pozitif 12 57,1 61 78,2 ’
Ki 67
Diisiik 20 95,2 9 11,5
Yiiksek 1 4.8 69 88,5 0,0001

RT-PCR ve immiinohistokimyasal yontemle degerlendirilen SOX2 ekspresyonlari
karsilastirilmis, AACT’si negatif olan olgularin % 95,2°’si  ayn1 zamanda
immiinohistokimyasal olarak da boyanma goéstermemistir. Yiiksek SOX2 ekspresyonu
olan olgularin % 47,4’1 skor 3 boyanma gostermistir. Hem sayisal hem de istatistiksel
olarak AACT degerleri ile immiinohistokimyasal olarak degerlendirilen SOX2
skorlamas1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki goriilmiistir (p=0,0001).

(Tablo 23).

Tablo 23: SOX2 saptanmasinda kullanilan RT-PCR ve immiinohistokimya yoéntemlerinin
karsilastiriimasi

Skor 0 Skor 1 Skor 2 Skor 3 |
n % n %0 n| % n %0 degeri
AACT*
Negatif 20 95,2 0 0 0 0 1 5,2
Diisiik 0 0 27 93,1 25 833 |9 474 0,0001
Yiiksek 1 4.8 2 6,9 5 16,7 | 9 474

*RT-PCR ile elde edilen ekspresyon degeri.

SOX2 ekspresyonu ile hastalarin remisyon, relaps, eks olma durumlari
karsilastirilmis ancak istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ saptanmamistir (p=0,322)

(Tablo 24).

48




Tablo 24: SOX2 ile olgularin durumlarinin karsilagtiriimasi

SOX2 (-) SOX2 (+) P degeri
Son Durum
Remisyon 16 76,2 44 56,4
Relaps 3 14,3 14 17,9
Yasiyor Hastalik Var 1 4.8 5 6,4 0,322
Eks 1 4,8 15 19,2

Genel Sag Kahm (GSK): Kaplan Mayer analizi sonucunda SOX2

ekspresyonunun toplam sag kalim {izerinde istatistiksel olarak anlamli bir etkisi
olmadig1 gorilmistir (p=0.204). SOX2 negatif olgularimiz 101 ay yasarken, SOX2
pozitif olgularimiz 84,2 ay yasam siiresine sahiptir (Sekil 6).

Survival Functions
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Sekil 6. SOX2 varliginin genel sag kalim iizerine etkisi

Hastahksiz Sag Kalim: Kaplan Mayer analizi sonucunda SOX2 ekspresyonunun

hastaliksiz sag kalim {izerinde etkisi oldugu saptanmistir. SOX2 ekspresyonu olan
hastalar olmayanlara gore daha kisa hastaliksiz yasam siiresine sahiptirler.
Calisgmamizda SOX2 negatif olan olgularda hastaliksiz yasam siiresi 94,7 ay iken,
SOX2 pozitif olan olgularda bu siire 68,2 ay olarak belirlenmistir (p=0.049) (Sekil 7).
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Sekil 7: SOX2 varhginin hastaliksiz sagkalim lizerine etkisi

Calismamizda SOX2’yi saptamada immiinohistokimyasal yontem ve RT-PCR
yontemleri kullanilmistir. Bu iki yontem arasindaki korelasyon degerlendirildiginde
korelasyon katsayist 0,734 bulunmustur. Degiskenlerin giivenilirligi Cronbach’s Alpha
katsayis1 ile degerlendirilmis ve 1 olarak bulunmustur (p=0,0001). Sonug istatistiksel

olarak anlamli olup, kullandigimiz yontemler arasinda fark bulunmamaistir.

Amplification Curves
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Sekil 8. RT-PCR ile B aktin (Referans gen) Amplifikasyon Egrileri.
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Amplification Curves

7161
6.461]
57611
50611
4361
3661

2961

Fluorescence (465-510)

2261
1561

0,861

0181

5 10 15 20 25 a0 35 40 15

Sekil 10. RT-PCR ile B aktin geninin 9:1 orandaki PAGE yiirutiilmesi
(1.Kuyu 100 bp’lik marker; 2. Kuyu pozitif kontrol; 3., 4., 5.,6., 7., 8.,9. Kuyular pozitif olgular,
10. Kuyu 25 bp’lik marker.)

Sekil 11. RT-PCR ile SOX2 gen ekspresyonu 9:1 orandaki PAGE yiiriitiilmesi
(1. Kuyu 100 bp’lik marker, 2. Kuyu negatif kontrol, 3 Kuyu pozitif kontrol ,4., 5., 6., 7., 8., 9. Kuyular
pozitif olgular, 10. Kuyu 25 bp’lik marker.)



5. TARTISMA

Meme karsinomu tiim diinyada oldugu gibi lilkemizde de kadinlar arasinda en sik
goriilen ve Oliime neden olan malignitedir'. Tam ve yeni tedavi stratejilerinin
gelistirilebilmesi amaciyla, gerek invaziv gerekse in situ meme karsinomlarinda
etyopatogeneze yonelik molekiiler caligmalar ivme kazanmis ve son yillarda onkojenik
ozellik gosteren TF’ler iizerine yogunlasmistir’™.

Prognoz ve tedavi yonetimlerindeki farkliliklar agisindan oldukga heterojen bir
grup olan meme kanserleri kok hiicreler bakimindan zengindir'*""'2. SOX2, pluripotent
embriyonik kok hiicrelerde kendi kendini yenilemeden sorumlu, geni 3p26.33 nolu
kromozomda bulunan bir TF’dir®. Embriyolojik gelisimde, organogenezde ve cesitli tip
insan kanserlerinin tiimorogenezisinde rol oynadig: bildirilmektedir’®. Meme dokusu ve
kanserleri gelisimindeki rolii hakkindaki bilgiler son derece kisitlidir. Bu ¢alismada
invaziv karsinomlu meme olgularinda immiinohistokimya, RT-PCR ydntemlerini
kullanilarak SOX2 ekspresyonu ve ¢esitli prognostik klinikopatolojik parametrelerle
iliskisi arastirilmstir.

Literatiirdeki caligmalarda; normal meme dokusunda SOX2 ekspresyonu
izlenmemis, SOX2 ile meme dokusu gelisimi arasinda anlamli bir iligki

H1385 - Kaynaklarla uyumlu olarak calismamizda yer alan normal

belirlenememistir
meme olgularinda da SOX2 ekspresyonu saptanmamustir.

Meme karsinomlarinda yapilan c¢aligmalarda SOX2 ekspresyon orani genis bir
dagilim aralig géstermektedir“'13’136. Huang ve arkadaslarinin 552 invaziv karsinomlu
olguyu iceren literatiirde en genis seri olan immiinohistokimyasal ¢alismalarinda; 105
olguda (% 19) SOX2 ekspresyonu saptanmustir''. Nehad ve arkadaslarmin
caligmasinda; immiinohistokimyasal yontemle 126 invaziv meme karsinomlu olgunun
% 33,3’iinde, 19 duktal karsinoma in situ tanili olgunun % 47,4’iinde ve 86 metastatik
lenf nodunun % 54,7 oraninda SOX2 pozitifligi bildirilmistir'®. Leis ve arkadaslari;
158 invaziv meme karsinomlu olguyu igeren ¢alisma grubunda immiinohistokimya, RT-
PCR ve immiinfloresan yéntemle SOX2 ekspresyon oran1 % 30 olarak bulunmustur'*.

Lengerke ve arkadaslarinin, postmenapozal 95 invaziv meme karsinom olgusunun yer

aldig1 ¢alismalarinda hem immiinohistokimyasal hem de RT-PCR yontemleriyle % 28,
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Rodriquez ve arkadaslarinin 226 olguluk immiinohistokimyasal ¢alismalarinda ise %

16,7 oraminda SOX2 ekspresyonu goriilmiistiir'*"

. Triple negatif invaziv meme
karsinomlarin1 igeren bir calismada ise SOX2 ekspresyonu % 43,3 olarak
bildirilmistir”®. Bizim 99 invaziv meme karsinomlu olgudan olusan serimizde SOX2
ekspresyonu % 78,8 oraninda bulunmustur. Oranimiz literatiir verilerinin iistiindedir.
Bu, tedavi-takip siiresine ulasabildigimiz secilen olgu grubunun heterojen olmasi, belli
bir popiilasyonu temsil etmemesi ile agiklanabilir. Ayrica olgularimizdaki SOX2
ekspresyon seviyesinin literatiir olgularina gore daha ge¢ donemde baslamasi, tespit-
takip siiresindeki farkliliklar yani sira timdrogenezis ve SOX2 ekspresyon yolaklarin
etkileyen olgularimiza ait olas1 yoresel, genetik, molekiiler farkliliklarin da sonuca
katkida bulundugu sdylenebilir.

Timor ¢apt ve TNM simiflamasindaki pT degeri ile SOX2 varlig1 arasinda
literatiirde farkli sonuglar mevcuttur. Huang ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada timor
¢ap1 arttikca SOX2 pozitifliginin de arttigi saptanmustir''. Lengerke ve arkadaslarmin
caligmasinda SOX2 ile biliyiikk tiimor c¢aprt arasinda iligki goriilmiis, Nehad ve
arkadaglarinin serisinde timor ¢api ile SOX2 arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki
izlenmemistir'>'*’. Bizim calismamizda TNM siniflamasindaki pT sistemine gore timor
caplart gruplandirildiginda; tiimoér ¢api kiigiik olan olgularin SOX2 skorlar1 daha diisiik
bulunmus, pT ile SOX2 skorlar1 arasinda anlamli bir istatistiksel iliski saptanmigtir
(p=0,011).

Cesitli Gallsmalarla“’”’”

belirlenen kriterlere gore meme karsinomlari
subtiplerine ayrilmistir.  Belirlenen subtipler ile SOX2 ekspresyon iligkisi

arastirilmistir’ .

Lengerke ve arkadaglarinin c¢alismasinda anlamli  bir iliski
belirlenememistir'*. Rodriquez ve arkadaslarimin 226 olguyu iceren calismalarinda bazal
benzeri tipte 13 (% 43,3), Luminal tipte 14 (% 10,6), Her 2 eksprese eden tipte 2 (%
13,3) olguda SOX2 ekspresyonu goriilmiis, subtipler ile SOX2 ekspresyonu arasinda
anlamli bir iliski bulunmustur. Rodriquez ve arkadaslar1 ¢alismalarinda bazal benzeri
histolojik subtipte daha yliksek oranda SOX2 varligi saptanmis ve bu tipte SOX2
ekspresyonunun roliiniin daha &nemli olduguna dikkat g¢ekmislerdir'”. Huang ve
arkadaglar1 ¢alismalarinda SOX2 ekspresyonun en fazla Luminal B (% 22), en az

Luminal A (% 13) subtipinde oldugunu bildirmislerdir''. Calismamizda en yiiksek
oranda SOX2 ekspresyonu Luminal B subtipinde (% 69,2) goriilmistir. Bunu %
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23,1’lik bir oranla Luminal A subtipi takip etmektedir. Bulgularimiz literatiir ile uyumlu
olup, Huang ve arkadaslarinin sonuclarina benzerlik gostermektedir. Bazal benzeri
subtipte 2 olgumuz yer almakta olup, bu olgulardan 1’inde RT-PCR yo6ntemi ile SOX2
ekspresyonu goriilmiistiir. Bu grupta yorum ig¢in daha fazla olgu sayisina gereksinim
vardir. Sonug olarak, ¢alismamizda histolojik subtipler ile SOX2 ekspresyonu arasinda
istatiksel anlamli bir iliski saptanmis, genel sag kalim ve hastaliksiz sag kalim ile
histolojik subtip arasinda anlamli bir iligki bulunamamustir.

Literatiirdeki ¢aligmalarin ¢ogunda tiimoriin histolojik grade’i ile SOX2
ekspresyonu arasindaki iliski anlamli bulunmus, tiimor hiicresinde kotii farklilagsmaya
bagli olarak SOX2 ekspresyonun arttigina isaret edilmistir''*""*° Lengerke, Rodriquez
ve arkadaslarinin ¢aligmasinda, histolojik grade ile SOX2 ekspresyonu arasinda anlaml
bir iliski saptanmam1$t1r12’13

55,1), grade III 41 olgunun 35’inde (% 44,9) SOX2 ekspresyonu goriilmiis, ancak

. Calismamizda ver alan grade II 58 olgunun 43’tinde (%
Calis y g gu (

histolojik grade ile SOX2 ekspresyonu arasindaki iliski istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p=0,457). Bulgularimiz Lengerke, Rodriquez ve arkadaslarinin
sonuglart ile uyumlu olmakla birlikte, serimizde grade I olgularinin yer almayist
degerlendirmeyi etkilemis olabilir.

SOX2 ile HR’leri (ER, PR, Cerb B2) ve ki 67 proliferasyon indeksi arasindaki
iliskiler literatiirde farkli sonuclarla bildirilmistir'' ™" Postmenapozal meme karsinomlu
95 olgudan olusan Lengerke ve arkadaslarinin ¢alismasinda; hormon reseptorleri ile
SOX2 arasinda anlaml1 bir iliski izlenmemistir'?. Rodriquez ve arkadaslarinin lenf nodu
negatif meme karsinomlu hastalar iizerine yaptig1 ¢alismada hormon reseptorleri ile
SOX2 arasinda negatif iliski gosterilmistir'>. Huang ve arkadaslarinin ¢alismasinda da
ER ve PR ile SOX2 ekspresyonu arasinda negatif bir korelasyon saptanmis, SOX2
arttikga ER seviyesi azalmakta ve kotii prognozla iliskili kok hiicre sayis1 artmaktadir
sonucuna varilmistir. ER ve/veya PR pozitif tlimorlerin daha iyi prognozlu olmasindan
azaltilmis kanser kok hiicre havuzu sorumlu tutulmustur''. Calismamizda hormon
reseptorleri (ER, PR), Cerb B2 ve SOX2 ekspresyonu arasinda anlamli iliski
bulunamamastir.

Huang'' ve arkadaslarimin, Finicelli'*’

ve arkadaslarinin yaptiklar: calismalarda ki
67 proliferasyon indeksi yiiksek olan olgularda SOX2 ekspresyon diizeyinin de yiiksek

oldugu gorlilmiistiir. Rodriquez ve arkadaslarinin ¢alismasinda ise SOX2 ile ki 67
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proliferasyon indeksi arasinda anlamli iliski saptanmam1$t1r13. Bizim caligmamizda
yiiksek ki 67 proliferasyon indeksi ile SOX2 ekspresyonu arasinda anlamli bir iliski
mevcuttur (p=0,0001).

Lenfovaskiiler invazyon, lenf nodu metastazi ve uzak metastaz varhigi koti
prognoz acisindan oldukca onemli faktorlerdir. Huang ve arkadaslarinin ¢aligmasinda
lenf nodu tutulumu ile SOX2 arasinda anlaml bir iliski saptanmamustir'’. Nehad,
Lengerke ve Rodriquez’in ¢alismalarinda lenf nodu tutulumu ile SOX2 ekspresyonu
arasinda korelasyon bildirilmistir'>'*'*. Li ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada
SOX2 asir1 ckspresyonu ile metastaz riskinin arttigindan sozedilmektedir'®'.
Stolzenburg ve arkadaslarinin caligmalarinda metastaz riski ile SOX2 ekspresyonu
incelendiginde; SOX2 yikimi arttifinda tiimor hiicre proliferasyonunun ve koloni
formasyonunun azaldig1 belirtilmistir'®”. Lengerke ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada;
SOX2'nin meme karsinogenezisinde erken donemde rol oynadigi ve yliksek
ekspresyonunun metastatik potansiyeli arttirdigi gosterilmistir'*. Bizim ¢alismamizda da
SOX2 ekspresyonu ile lenfovaskiiler invazyon, lenf nodu metastaz1 ve uzak metastaz
arasinda anlamli iliski saptanmustir (p<0,05).

Kotii prognozla iliskili oldugu diisiiniilen SOX2’nin asir1 eksprese edildigi
timorlerde uzak metastaz, artmis Ki 67 proliferasyon indeksi ve aksiller lenf nodu
tutulumu beklenilen bir bulgudur. Calismamizda lenfovaskiiler invazyon, uzak metastaz
gibi kot prognostik faktorlerle yapilan Kaplan Mayer sag kalim analizinde; bu
parametrelerin genel sag kalim siiresini kisalttig1 saptanmis (p<0,05), SOX2 ekspresyon
diizeyi arttikca lenfovaskiiler invazyon ve lenf nodu metastazi olasiligmin arttig1 da
gosterilmistir (sirasiyla p=0,041, p=0,008). Bulgularimiz literatiirle uyumlu olup,
SOX2’nin koétii prognostik parametrelerle iliskisini desteklemektedir.

Heterojen bir grup olan meme karsinomunun olusmasi, rekiirrensi ya da
metastaz gelistirme riski arasinda gegen siire; tedavi ve prognoz agisindan 6nemli bir
arastirma konusudur. Lu ve arkadaslari yaptiklar1 ¢alismada meme karsinomlarinda
teshis aninda metastazi olan olgular1 yaklasik % 6-10 oraninda bildirilmisler ve adjuvan
kemoterapi ve primer tedavi alan hastalarda yaklasik % 20-50’sinde metastaz gelistigini
saptamislardir’®. Tan1 aninda metastazi olan olgu sayimiz 18 “dir (% 18,2). Bu olgularin
16’sinda (% 20,5) SOX2 ekspresyonu goriilmiis, istatistiksel olarak uzak metastaz ile
SOX2 ekspresyonu arasinda anlamli iliski bulunmustur (p=0,038).
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Leis ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada Evre I olgularda % 57,9, Evre
ITA olgularda % 26,3, Evre 1IB olgularda % 10,5, Evre IIIA olgularda % 5,3 oraninda
SOX2 pozitifligi saptanmis, SOX2’nin tiimérogenezisde erken donemde etkili oldugu
yorumu yap11m1§t1r136. Lengerke ve arkadaglarinin g¢alismasinda DCIS olgularinda
invaziv karsinoma gore daha fazla ekspresyon saptamasi da bu yorumu destekler

niteliktedir'>'3®

. Caligmamizda erken evre olan 29 olgunun 18’inde (% 23,1), lokal ileri
evre olgularin 44’tinde (% 56,4) ve metastatik olgularin 16’sinda (% 20,5) SOX2
ekspresyonu saptanmig ve aralarindaki iliski anlamli bulunmustur (p=0,030). Serimizde;
Evre I olgularin sayisinin az olmasi ve piir DCIS olgularinin yer almamasi nedeniyle
SOX2 ekspresyonu ile tiimorogenezis siireci arasindaki iligkinin net analizi
yapilamamustir.

Calismaya dahil edilen olgular prognozu belirlemek i¢in relaps, rekiirrens ve
remisyon durumlarina gore siniflandirilmislardir. Finicelli ve arkadaslarmin yapmis
oldugu caligmada SOX2 seviyesi meme karsinomu i¢in erken relapsta prognostik bir
faktor olarak belirtilmistir. SOX2 ekspresyonu arttik¢a tiimor rekiirrens riski artmakta
ve hastaliksiz sag kalim siiresinin kisalmakta olduguna dikkat ¢ekilmistir'®’. Bizim
calismamizda olgularin son durumlart ve SOX2 ekspresyonlar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli iligski saptanmamistir. Ancak relaps gozlenen 17 olgunun 14’iinde (%
17,9), eks olan 16 olgunun 15’inde (% 19,2) SOX2 ekspresyonu izlenmistir. SOX2
pozitifligi olan olgularin relaps yapma olasiliklarinin sayisal olarak daha fazla oranda
oldugu gortilmiistiir.

Sag kalim analizleri ile SOX2 arasindaki iliski incelendiginde; Huang11 ve
arkadaglarinin ¢alismasinda SOX2 ekspresyonu arttik¢a hastaliksiz sag kalim siiresi
kisalmaktadir (p=0,012). Aymi ¢alismada yiiksek nodal evrelerde SOX2 bagimsiz bir
prognostik faktor olarak saptanmistir (p=0,015). Finicelli ve arkadaslarinin ¢alismasinda
SOX2 ile toplam sag kalim arasinda anlamli iligki saptanmazken (p=0,104), asir1 SOX2
ekspresyonunun hastaliksiz sag kalim siiresini kisalttigi goriilmiistiir (p=0,017). SOX2
ekspresyonu arttik¢a tiimor rekiirrens riski artmakta ve hastaliksiz sag kalim siiresi
kisalmaktadir sonucuna varilmistir'®’. Bizim ¢alismamizda da Kaplan Mayer analizi
sonucunda SOX2 ekspresyonu ile genel sag kalim siiresi arasinda istatistiksel olarak bir
iliski olmadigi goriilmiistiir (p=0.204). SOX2 negatif olgularimiz 101 ay yasarken,
SOX2 pozitif olgularimiz 84,2 ay yasam siiresine sahiptir. SOX2 pozitifligi sayisal
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olarak genel sag kalim siiresini kisaltmaktadir. SOX2 ekspresyonunun hastaliksiz sag
kalim iizerinde etkisi arastirildiginda; SOX2 ekspresyonu olan olgularin olmayanlara
gore daha kisa hastaliksiz yasam siiresine sahip oldugu gozlemlenmistir. Calismamizda
SOX2 negatif olan olgularda hastaliksiz yasam siiresi 94,7 ay iken, SOX2 pozitif olan
olgularda bu siire 68,2 olarak belirlenmistir (p=0.049).

Finicelli ve arkadaslarinin yaptig1 calismada SOX2’yi goéstermede kullanilan
immiinohistokimya ve RT-PCR sonuglar1 korele bulunmustur'®. Bizim calismamizda
da her iki yontemi karsilasgtirdigimizda immiinohistokimya ile RT-PCR arasinda anlaml
iliski mevcuttur. Korelasyon testlerinde elde edilen sonug istatistiksel olarak anlaml
olup kullandigimiz yontemlerin birbirine tistiinliigii bulunmamustir.

Calismamizda meme karsinomlarinda kanser kok hiicre belirleyicilerinden biri
olan SOX2 ile klinikopatolojik parametreler karsilastirilmis ve bunun sonucunda bazi
kotii prognostik faktorlerle SOX2 ekspresyonu arasinda iligki bulunmustur. Bu iligki
gelecekte meme kanserinde hedefe yonelik alternatif tedaviler igin yol gosterici olacak,
tedavide SOX2’den yararlanilmasi ile yeni tedavi olanaklarma 1sik tutacaktir. Bunun
icin genis serilerle ve klinik tedavi basamaklarini da igine alan ileri ¢alismalara ihtiyac

vardir.
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6. SONUCLAR:

. Calismamiz 99 olgudan olugmaktadir.

. Olgularin tamami kadin olup, ortalama yas 52,7 dir (23-83).

. Olgularin 47’si (% 47,5) invaziv duktal karsinom, 8’1 (% 8,1) invaziv lobiiler
karsinom, 42°si (% 42,4) invaziv duktal karsinom+ in situ duktal karsinom, 2’si
(% 2) invaziv lobiiler karsinom+ in situ lobiiler karsinom tanisi almustir.

. SOX2 ekspresyon degerlendirilmesi i¢in immiinohistokimya ve RT-PCR
yontemleri kullanilmistir.

. Normal meme dokusuna sahip kontrol grubundaki olgularin tamaminda hem
immiinohistokimyasal olarak hem de RT-PCR yontemiyle SOX2 ekspresyonu
goriilmemistir. Sonug literatiirle uyumludur.

. Immiinohistokimyasal yontemle 78 olguda SOX2 ile pozitif boyanma saptanmus,
29 olgu (% 29,3) skor 1, 30 olgu (% 30,3) skor 2, 19 olgu (% 19,2) skor 3 olarak
degerlendirilmistir. 21 olguda SOX2 ile (% 21,2) boyanma izlenmemistir.

. RT-PCR yontemiyle 78 olguda (% 78,8) SOX2 ekspresyonu saptanmig, 21
olguda (% 21,2) ekspresyon goriilmemistir. AACT degerlerine gore; 17 olguda
(% 17,2) yiiksek, 61 olguda (% 61,6) diisiik ekspresyon mevcuttur.
Calismamizda saptanan SOX2 ekspresyon orani literatiir verilerinin tistiindedir.
Bu, tedavi-takip siliresine ulasabildigimiz secilen olgu grubunun heterojen
olmasi, belli bir popiilasyonu temsil etmemesi ile agiklanmistir. Ayrica
olgularimizdaki SOX2 ekspresyon seviyesinin literatiir olgularina gore daha ge¢
donemde baslamasi, tespit-takip siiresindeki farkliliklar yani sira tiimoérogenezis
ve SOX2 ekspresyon yolaklarini etkileyen olgularimiza ait olas1 yoresel,
genetik, molekiiler farkliliklarin da sonuca katkida bulundugu sdylenebilir.

. En kiiciik timor ¢ap1 1 cm, en biiyiik ¢ap ise 8,3 cm olup, ortalama c¢ap 2,4
cm’dir. Tiimor gapr biiyiik olan olgularin SOX2 skorlarinin daha yiiksek oldugu
saptanmustir. pT ile SOX2 skorlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki

goriilmiistiir (p=0,011).
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Luminal A olgularin % 24,4’iinde, Luminal B olgularin % 69,2’sinde SOX2
pozitifligi izlenmistir. Subtipler ve SOX2 ekspresyonu arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir iliski mevcuttur (p=0,018).

SOX2 ekspresyonu; Luminal A subtipinde, Luminal B tipine gore daha az
oranda saptanmistir. Bulgularimiz literatiirle uyumlu bulunmustur.

Bazal benzeri subtipte 2 olgumuz yer almakta olup, bu olgulardan 1’inde RT-
PCR yontemi ile SOX2 ekspresyonu goriilmiistiir. Bu grupta yorum ig¢in daha
fazla olgu sayisina gereksinim vardir.

Calismamizda histolojik subtipler ile SOX2 ekspresyonu arasinda istatiksel
anlamlhi bir iligki saptanmis, genel sag kalim ve hastaliksiz sag kalim ile
histolojik subtip arasinda anlamli bir iligki bulunamamastir.

Olgularin 58’1 (% 58,6) Grade 11, 41°1 (% 41,4) Grade [II’diir. Grade II olgularin
43’tinde (% 55,1), Grade III olgularin 35’inde (% 44,9) SOX2 ekspresyonu
saptanmis. Grade ile SOX2 ekspresyonu arasindaki iligki istatistiksel olarak
anlamli bulunamamstir (p=0,457).

SOX2 (+) olan olgularin 64’iinde (% 82,1) lenfovaskiiler invazyon da mevcuttur.
Lenfovaskiiler invazyon ile SOX2 ekspresyonu arasinda istatistiksel anlamli bir
iliski bulunmustur (p=0,005).

Lenf nodu metastazi olan toplam 77 olgunun 67’sinde (% 85,9) SOX2
ekspresyonu goriilmiistiir. Lenf nodu metastazi ile SOX2 arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir iliski saptanmistir (p=0,038).

Toplam 18 olgumuzda (% 18,2) uzak metastaz mevcuttur. SOX2 ekspresyonu
olan olgularin uzak metastaz yapma riskinin arttigi gézlemlenmistir. SOX2
pozitifligi ile uzak metastaz varligi arasinda anlamli iliski bulunmustur
(p=0,038).

Erken evre olan 29 olgunun 18’inde (% 23,1), lokal ileri evre olgularin 44’iinde
(% 56,4) ve metastatik olgularin 16’sinda (% 20,5) SOX2 ekspresyonu
saptanmig ve aralarindaki iligski anlamli bulunmustur (p=0,030).

Ki 67 proliferasyon indeksi yliksek olan olgularda SOX2 ekspresyonu da yiiksek
bulunmustur. Aralarindaki iliski istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,0001).
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Olgularimizin takip siireleri en az 9,5 ay, en fazla 123,7 ay olup; ortalama 57,6
aydir. SOX2 ekspresyonu ile hastalarin remisyon, relaps, eks olma durumlari
arasinda istatistiksel anlamli iliski saptanmamustir (p=0,322).

SOX2 (-) olan olgularin yasam siiresi 101,1+4,5 ay iken, SOX2 (+) olan
olgularin yasam siiresi 84,2+3,1 ay oldugu goézlemlenmistir. SOX2 pozitifligi ile
GSK arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0.204).
SOX2 ile GSK arasindaki sayisal olarak anlamli goriinen iliskinin istatistiksel
acidan anlamsiz olmasi olgu sayisinin azligina baglanmaistir.

SOX2 ekspresyonu olan olgularda HSK siiresinin, ekspresyonu olmayan
olgulara gore daha kisa oldugu gorilmiistiir. Aralarindaki iliski istatistiksel
olarak anlamlidir (p=0.049).

SOX2 ekspresyonu ile olgularin yasi, histolojik tipi ve hormon reseptor
durumlari arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamli bulunamamustir.
Calismamizda immiinohistokimyasal yontem ile RT-PCR sonuglar1 birbirine
paraleldir. Her iki yoOntemin birbirine TUstiinligii bulunamamistir. SOX2
ekspresyonunu saptamada her iki yontem de kullanilabilir.

Meme karsinomlarinda SOX2 ile klinik parametrelerin karsilastirildig:
caligmalar az sayidadir. Sonuglarimiz literatiirdeki verileri genisletecek ve bu
konudaki arastirmalara 151k tutacaktir.

Calismamizda meme karsinomlarinda kanser kok hiicre belirleyicilerinden biri
olan SOX2 ekspresyonu ile kotii prognostik faktorler arasinda anlamli iliski
bulunmustur. Bu iliski gelecekte meme kanserinde hedefe yonelik alternatif
tedaviler i¢in yol gosterici olacaktir.

Bu konuda genis serilerle ve klinik tedavi basamaklarin1 da igine alan ileri

caligmalara ihtiya¢ vardir.
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Resim 2. Invaziv Lobiiler Karsinom H&E x100.
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Resim 3. Thk ile SOX2 negatif (Skor 0) boyanma. (X100)
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Resim 4. Thk ile Skor 1 SOX2 boyanmasi. (x100)
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st Pond Then 8]
Resim 5. Ihk ile Skor 2 SOX2 boyanmast. (x100)
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Resim 6. Thk ile Skor 3 SOX2 boyanmast. (x100)
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Resim 7. Ihk boyanmasinda pozitif kontrol olarak kullanilan akciger skuaméz hiicreli

karsinomunda SOX2 ile (+) boyanma. (x100)
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